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Die Formoltitrierung zur Bestimmung des Gesamtstickstoffs. 
Von 
Dr. L. de Jager zu Stiens (Niederland). 


(Der Redaktion zugegangen am 26. April 1910.) 


Die Kjeldahl-Methode zur Bestimmung des Gesamtstick- 
stoffs hat einen Ubelstand, welcher die Methode weniger geeignet 
macht fiir den, der nicht liber die Hilfsmittel eines Laboratoriums 
verfiigt. Ich meine das Abdestillieren des gebildeten Ammoniaks. 
Wo alle Hilfsmittel zur Verfiigung stehen, bietet die Destillation 
keine Schwierigkeiten, aber immerhin bleibt es eine lang- 
wierige Operation. 

Es schien mir die Formoltitrierung dazu geeignet, die 
Ammoniakbestimmung im Reaktionsprodukt abzukiirzen und 
somit die Methode einfacher zu gestalten. 

Mag man Kupfersulfat oder Quecksilber bei der Schwefel- 
sdureeinwirkung benutzen, das Reaktionsprodukt ist ohne weiteres 
zur Formoltitrierung nicht geeignet. Die von mir angewandte 
Methode ist eine Modifikation der Methode, wie sie von Huppert- 
Neubauer angegeben wird: 5 cem Harn werden mit 0,500 g 
CuSO,, 3,0 g K,SO, und 5 ccm Schwefelséure im Kjeldahl- 
Kolben erhitzt und der Riickstand in Wasser aufgenommen. 
Um diese Lésung zur Formoltitrierung geeignet zu machen, 
muf das Kupfer entfernt werden. Ferner erschien es mir 
empfehlenswert, die Phosphate zu entfernen. Man konnte dann 
in der von Phosphorséure und Kupfer befreiten Losung nach 
der Methode von Sdrensen den Ammoniakgehalt bestimmen. 
Die L6sung soll fiir Lackmuspapier neutralisiert und nach Formalin- 
zusatz unter Benutzung von Phenolphthalein als Indikator aufs 
neue neutralisiert werden. Die Entfernung der Phosphorsaure 
aus dem Harn mittels Baryumchlorid und Barytwasser ist nicht 
statthaft, weil dadurch u. a. auch die Harnsiiure niederge- 
schlagen wird. Es gelang mir, dieses Ziel durch Eisenchlorid 
zu erreichen. Ich versetze 40 ccm Harn mit 5 g Natriumacetat, 
fiige soviel einer 10°/oigen Eisenchloridlésung hinzu, bis die 
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Farbe rotbraun erscheint, und fille bis zu 50 ccm an. Die 
Mischung wird in ein Erlenmeyersches Koélbchen gegossen, 
dasselbe genau gewogen und zum Kochen erhitzt, wobei die 
Phosphorsaéure als Eisenphosphat gefallt wird, wéhrend das 
iiberschiissige Eisen als basisch essigsaures Salz niederge- 
schlagen wird. Das Kélbchen wird auf die Wage gestellt und 
soviel Wasser hinzugefiigt, bis das anfiingliche Gewicht wieder 
erreicht ist, noch einmal auf die Flamme gestellt und heif 
filtriert. Von dem Filtrat wird nach dem Abkiihlen 10 ccm 
entsprechend 8 cem Harn abgemessen und im Kjeldahl-Kolben 
mit 0,5 g CuSO,, 3 g K,SO, und 8 ccm Schwefelséure erhitzt. 

Das Kupfer kann auf verschiedene Weise entfernt werden, 
als Hydrat, Cyaniir oder Sulfid. 

Fallung des Kupfers als Hydrat durch _ tiberschiissige 
Natronlauge ergab einen Verlust an Ammoniak. Durch Ferri- 
cyankalium wird das Kupfer nicht vollstaéndig ausgefallt. Ein 
vollig befriedigendes Resultat erhielt ich durch die Fiillung 
als Kupfersulfid. Zu dem in Wasser gelésten Reaktionsprodukt 
setze ich langsam 10 ccm einer 10°/oigen LOsung von Natrium- 
sulfid und erhitze, um den tiberschitissigen Schwefelwasserstoff 
zu entfernen. Wenn die Flamme nicht zu grof ist, setzt sich 
das Kupfersulfid an den Wandungen des Kolbens an, und es 
wird die Fliissigkeit ganz klar. Wenn dieses erreicht ist, ist 
der Schwefelwasserstoff ausgetrieben. Das Filtrat bleibt nach 
Zusatz von Kupfersulfat klar. 

Der Inhalt des Kjeldahl-Kolbens wird in ein Me8k6lbchen 
gebracht und das Spiilwasser nachgefiillt. Nachdem bis auf 
Zimmertemperatur abgekihlt ist, wird auf 100 ccm angefiillt 
und 50 cem von der Lésung, entsprechend 4 ccm urspriinglichen 
Harns, abfiltriert. 

Man hat jetzt eine Lésung von Ammoniumsulfat, welche 
aufer geringen Mengen anderer anorganischer Salze der Haupt- 
sache nach nur Sulfate und Schwefelséure enthdlt. Letztere 
wird mit starker Natronlauge neutralisiert. Man konnte nun 
nach Neutralisierung fiir Lackmuspapier mit der Formolmethode 
den Ammoniakgehalt bestimmen. 

Kontrollversuche ergaben nun ein unerwartetes Resultat. 








Bk a Pe 5 AP IEEE LER 

















; 
5 
é 
i 
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Eine Lésung von Ammoniak wurde unter Anwendung 
yon Alizarin als Indikator mit Salzsiiure neutralisiert. 10 eem 
entsprechen 24 cem Zehntelnormalsalzsiiure. Mit Lackmuspapier 
wird dieselbe Menge Siiure festgestellt. Eine neue Probe wird 
nach Zusatz von 24 ccm Zehntelnormalsalzsiiure mit Phenol- 
phthalein versetzt. Zur Rotfiirbung sind 0,6 ccm Zehntelnormal- 
natronlauge erforderlich. Nach Zugabe von 4 cem_ neutrali- 
sierten Formalins sind im ganzen 24,2 cem Zehntelnormal- 
natronlauge erforderlich. 

Es werden jetzt 10 ccm der Ammoniaklésung mit 0,5 g 
CuSO,, 3,0 cem K,SO, und 5 ccm Schwefelséure versetzt, und 
nachdem alles gelést ist, 10 ccm einer 10°/oigen Natrium- 
sulfidlésung hinzugesetzt, gekocht, auf 100 cem angefiillt und 
50 cem des Filtrats auf Ammoniak untersucht. Durch Zusatz 
von Natronlauge wird fiir Lackmuspapier neutralisiert und 
Phenolphthalein hinzugesetzt. Bis zur Rotfiirbung sind noch 
2.3ccm Zehntelnormalnatronlauge nétig. Nach Zugabe von 
Formalin tritt die rote Farbe auf, nachdem 14,3 ccm Zehntel- 
normalnatronlauge hinzugesetzt sind, anstatt, wie zu erwarten 
war, 12 ccm. Wenn somit vor dem Zusatz von Formalin der 
Neutralisationspunkt nicht mit Lackmuspapier,sondern mit Phenol- 
phthalein bestimmt war, wurde der genaue Wert: 14,3—2,3 
= 12,0 ccm gefunden. 

Ich habe diesen Versuch mehrmals mit Ammoniak und 
Salmiakldsungen wiederholt und immer genaue Werte gefunden, 
wenn Phenolphthalein als Indikator benutzt wurde, wiihrend die 
vorherige Neutralisierung mit Lackmuspapier zu hohe Werte 
ergab. Einige Zahlen mégen geniigen. 
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Vorhandenes Gefunden wurden in Kubikzentimeter ®/10.-NaOH 
Ammoniak mit Lackmus | mit Phenolphthalein 

20,9 25,3 | 21,1 

17,7 18,0 17,3 

19,0 19,8 | 19,0 

19,0 19,5 

19,0 — 18,5 

18,0 -— 17.8 

13,5 - 13,5 
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Die Lackmuswerte sind sehr unregelmiébig und es gelang 
mir nicht, mit Lackmuspapier den Neutralisationspunkt genau 
zu bestimmen. Doch war die Fltissigkeit immer stark alkalisch 
fiir Lackmus, wenn dieselbe fiir Phenolphthalein neutral war. Es 
war also wahrscheinlich, dafi durch die konzentrierte Sulfat- 
losung der Neutralisationspunkt verschoben wird. Der Versuch 
bestiitigte dieses. Es ist bekannt, dai zu einer Lésung von 
Salmiak Alkali hinzugesetzt werden mu, bevor Phenolphthalein 
rotgefiirbt wird. Eine Lésung von 50 mg NH,Cl wurde mit 
5g K,SO, versetzt. Es gentigte jetzt ein Tropfen Zehntel- 
normallauge, um Rotfiirbung hervorzurufen. Nach Zugabe von 
Kaliumsulfat zu einer Salmiakl6sung kann der Ammoniakgehalt 
genau bestimmt werden, wenn sowohl vor als nach dem 
Formalinzusatz Phenolphthalein als Indikator benutzt wird und 
bis zur Rosafiirbung titriert wird. 

Der Einfluf des Sulfats ist leicht verstiindlich. Ammonium- 
chlorid ist fiir Phenolphthalein sauer, weil die H-Ionenkonzentration 
zu hoch ist. Dasselbe ist auch der Fall, wenn auch in ge- 
ringerem Mabe, wenn das Ammoniak durch Formol] gebunden 
ist. Durch Zusatz einer grdferen Menge eines Neutralsalzes 
wird die Ionisation verringert und es wird die Fliissigkeit tat- 
siichlich neutral, so daBb eine Spur eines Alkalis geniigt, die 
OH-Ionenkonzentration so weit zu erhohen, dab die Zwischen- 
farbe des Phenolphthaleins zum Vorschein gerufen wird. 

Dasselbe fand Folin!) nach Zusatz von Kaliumoxalat. 
Auch dadurch wurde die saure Reaktion von Ammoniakver- 
bindungen zu einer neutralen. 

Die Bestimmung gestaltet sich nun tiberaus einfach. Die 
¢ecem des urspriinglichen Harns entsprechenden 50 ccm des 
von Kupfer befreiten Filtrats werden mit starker Natronlauge 
unter Zusatz von 3 Tropfen einer Phenolphthaleinlésung bis 
zur Rotfiirbung neutralisiert und soviel starke Salzsiure hin- 
zugesetzt, bis die rote Farbe eben verschwunden ist. Mit 
Zehntelnormalnatronlauge wird jetzt bis zur Rosafirbung titriert, 
6 cem neutralisiertes Formalin zugesetzt und wieder bis zur 
Rosafiirbung Lauge hinzugesetzt. 


') American Journal of Physiologie, Bd. IX, Nr. 5. 
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Kiiuflicher Harnstoff, auf diese Weise behandelt, gab fol- 
gendes Resultat: 











Vorhandener Harnstoff Gefunden 
mg in mg | in °/o 
147,0 140,4 | 93,5 
117,6 118,2 100.5 
73,5 69,0 | 93.9 
75,0 72,9 | 97,2 





Mit kéiuflichem Glykokoll erhielt ich folgende Werte. 150 mg 
erheischten nach Formalinzusatz 18,8 ccm Zehntelnormalnatron- 
lauge. In drei Bestimmungen fand ich 18,8, 18,8 und 18,85 cem 
Zehntelnormalnatronlauge entsprechend je 141,0, 141,0 und 
141,375 mg Glykokoll. Wenn das Glykokoll ganz rein ge- 
wesen wire, wiirden 94 resp. 94,4°/o gefunden worden sein. 

Ich verfiige leider nicht iiber Kontrollbestimmungen mit 
Harn, weil das Abdestillieren des Ammoniaks mir nicht mdg- 
lich ist. Nur eine Bestimmung kann ich mitteilen, bei der 
ich das Ammoniak anstatt durch Destillation im Schloesing- 
Apparat bestimmt habe. Ich fand nach 10tiigigem Stehen 
in 5 cem Harn eine Ammoniakmenge entsprechend 38 ccm 
Zehntelnormallauge. Nach der oben beschriebenen Methode fand 
ich in 4 cem Harn mit Lackmus 32,8 cem, mit Phenolphthalein 
31,2 ccm Zehntelnormallauge. Diese Zahlen ergeben fiir 5 cem 
Harn je 41,0 und 39,0 ccm Zehntelnormallauge. Der Stickstoff- 
gehalt wiirde somit nach derSchloesingschen Methode 1,064°/o, 
nach meiner Methode 1,092°/o, wenn Lackmuspapier benutzt 
wurde, 1,148°/o betragen. Zwar sind noch mehrere Kontroll- 
bestimmungen erwiinscht, doch scheint mir die Kontrolle mit 
Ammoniaklésungen von bekanntem Gehalte genug beweisend 
zu sein, weil diese Lésungen bis auf geringe Mengen an- 
organischer Verbindungen, welche keinen Einflu{i auszuiiben 
imstande sind, genau mit der aus Harn dargestellten tberein 
stimmen. 

Sowohl bei der Schloesingschen Methode als bei dem 
Abdestillieren des Ammoniaks hat man immer mit zwei Ver- 
suchsfehlern zu rechnen, niimlich dafi nicht alles Ammoniak 
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ausgetrieben und nicht alles ausgetriebene Ammoniak aufge- 
fangen worden ist. Bei der von mir angegebenen Methode 
wird das Ammoniak in der Lésung, in welcher dasselbe an- 
wesend ist, bestimmt. 

Ein Verlust an Ammoniak ist auszuschliefen. Bei dem 
Kochen des Harns mit Natriumacetat und Eisenchlorid wird 
eine betrichtliche Menge Essigséure gebildet, wodurch die 
Verdunstung von Ammoniak verhindert wird. Es ist daher 
empfehlenswert, nicht zu wenig Eisenchlorid zuzufiigen. 

Durch die Fiillung des Kupfersulfids geht, wie die Kontroll- 
bestimmungen zeigen, kein Ammoniak verloren. 

Nur ein mdoglicher Fehler ist zu beachten. Wenn das 
von Kupfer befreite Reaktionsprodukt mit Natronlauge neu- 
tralisiert wird, erwiirmt sich die Lésung. Wenn mehr Lauge 
hinzugesetzt wird, als zur Neutralisation der freien Séure er- 
forderlich ist, so wird Ammoniak ausgetrieben. Die Lauge 
muf} vorsichtig zugegeben werden und wenn ein Zuviel an 
Lauge zugesetzt ist, wie die Rotfarbung der Fliissigkeit an- 
gibt, so soll der UberschuS sofort durch Saéurezusatz gesiittigt 
werden. Die von mir mitgeteilten Zahlen geben nicht immer 
den richtigen Gehalt. Die Ursache ist zum Teil darin zu suchen, 
dafi bisweilen zuviel Lauge verbraucht wurde und zweitens, 
dai ich im Anfang bis zum deutlich roten Farbenton titrierte. 
Wenn in diesem Fall der Farbenton vor und nach dem Formalin- 
zusatz nicht genau derselbe ist, so kann ein zu hoher oder 
zu niedriger Wert gefunden werden. Beim Innehalten der 
Rosafiirbung sind die gefundenen Werte bis auf geringe Ab- 
weichungen genau. Ich fand héchstens einen Fehler von 2,6°/o, 
indes braucht diese Fehlerhdhe nicht erreicht zu werden. 


Nachtrag. 


Ich habe friiher') darauf hingewiesen, dafi der Gehalt 
des Harns an Aminosaure nach der SOrensenschen Methode und 
bei einfacher Titrierung unter Zusatz von Kaliumoxalat un- 
gefiihr dieselben Werte ergibt. Es ist mir nun wahrscheinlich, 
dafi gerade durch den Zusatz des Kaliumoxalats der stérende 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXV, S. 189. 
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Einflu8 der Ammoniaksalze beim Gebrauch von Phenolphthalein 
als Indikator aufgehoben wird. Durch das Oxalat und die an- 
wesenden Harnsalze wird die Jonisation verringert und es gibt 
Phenolphthalein jetzt richtige Zahlen. Ich versetzte eine Harn- 
probe zu 20 ccm mit 5 g Kaliumsulfat und erhielt jetzt bei 
der Formoltitrierung genau denselben Wert wie bei Oxalat- 
zusatz. Sdrensen hat seine Methode, bei welcher die Phos- 
phate zuerst entfernt werden, angegeben, weil die Ammonium- 
verbindungen Phenolphthalein als Indikator ausschlieBen. Wo 
dieser Einflu8 der Ammoniaksalze durch Zusatz neutraler Salze 
u. a. Oxalate oder Sulfate aufgehoben werden kann, da er- 
scheint mir diese Methode der einfacheren Titrierung unter 
Oxalatzusatz gegeniiber tiberfliissig. 





A ee eee 








Uber quantitative Bestimmung der im Proteine oder in dessen 
Abbauprodukten vorhandenen Peptidbindungen. 


Von 


V. Henriques und J. K. Gjaldbik. 





(Aus dem physiologischen Laboratorium der kinigl. tierarztlichen und landwirtschaft- 
lichen Hochschule Kopenhagen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Mai 1910.) 


In einer friiheren Abhandlung teilte Henriques’) eine 
Reihe von Versuchen tiber die Menge peptidgebundenen Stick- 
stoffes in mehreren verschiedenen Stoffen mit, die teils durch 


Verdauung mit Trypsin-Erepsin, teils durch Erwirmung auf 


100°. (auf dem Wasserbade) mit 20—30°/oiger Schwefelsaiure 
aus Proteinen dargestellt worden waren. Was das angewandte 
Verfahren betrifft, verweisen wir auf die obengenannte Ab- 
handlung: hier rufen wir nur ins Gedichtnis zuriick, daB das 
Verfahren in Kiirze folgendes bezweckte: In einer Lésung des 
zur Untersuchung vorliegenden Stoffes bestimmte man nach 
genauer Neutralisation mit Lackmus mittels der Formoltitrierung 
5. P. L. SGrensens die Menge der vorhandenen freien NH,- 
Gruppen. Ein anderer Teil der L6sung wurde 2 mal mit starker 
Salzsiiure auf dem Wasserbade eingedampft; den Rest léste 
man in Wasser auf, neutralisierte mit Lackmus als Indikator, 
worauf man formoltitrierte. Die Differenz zwischen den beiden 
gefundenen Mengen titrierbarer Carboxylgruppen liefert dann 
ein Ma8 fiir die im untersuchten Stoffe befindliche Menge peptid- 
gebundenen Stickstoffes.*) Es versteht sich von selbst, dab 


') V. Henriques, Die Eiweifisynthese im tierischen Organismus. 
Diese Zeitschrift, Bd. LIV. 

2) Was die niiheren Verhiltnisse der Formoltitrierung betrifft, ver- 
weisen wir ferner auf: S. P. L. S6rensen, Enzymstudien, Biochem. Zeit- 
schrift, Bd. VII, und auf S. P. L. Sérensen und H. Jessen-Hansen, 
ibid., Bd. VII 
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eine der Bedingungen fiir die Richtigkeit des Verfahrens die 
sein muf, daf man imstande ist, durch Eindampfen mit kon- 
zentrierter Salzsiiture auf dem Wasserbade den _ vollstiindigen 
Abbau des Proteins und der Spaltungsprodukte desselben zu 
erzielen; ist dies nicht der Fall — enthiilt der mit Salzsiiure 
behandelte Stoff noch andere Peptidbindungen, die sich durch 
weitere Behandlung mit Séiure lésen lassen —, so werden wir 
einen Fehler dadurch begehen, daf der supponierte «Nullpunkt» 
nicht richtig bestimmt worden ist. 

Um dieses Verhalten naher zu untersuchen und um wo- 
moglich ein Verfahren zur sicheren Bestimmung des Gehalts der 
Proteinstoffe und ihrer Spaltungsprodukte an peptidgebundenem 
Stickstoffe zu finden, haben wir eine Reihe von Untersuchungen 
angestellt, die wir hier niéher erértern werden. 

Was das von uns angewandte Verfahren betrifft, so wird 
folgendes Beispiel dasselbe leicht versténdlich machen. Um die 
Menge peptidgebundenen Stickstoffes in Witte-Pepton zu unter- 
suchen, gingen wir von einer ca. 4°/oigen Lésung aus, die 
nach der Kjeldahl-Analyse in 5 cem einen Stickstofigehalt 
von 57,25 mg zeigte. 

25 ecm der LOsung verdiinnten wir in einem Mefkolben 
bis auf 200 cem, nachdem wir vorher mit Lackmuspapier mog- 
lichst genau neutralisiert hatten; von dieser LOsung nahmen wir 
40 ecm zur Formoltitrierung, wihrend wir andere 40 cem zur 
Ammoniakbestimmung anwandten (die stets durch Destillation 
im Vakuum mit Baryt, in Methylalkohol gelést, ausgefiihrt wurde). 
Die Formoltitrierung ergab 13,44 mg formoltitrierbaren Stick- 
stoffes und die Ammoniakbestimmung 0,80 mg Stickstoff als 
Ammoniak;!) die Menge des Aminosiiurestickstoffes wird mit- 
hin: 13,44 + 0,80 = 12,64 mg. 

25 ecm der urspriinglichen Peptonl6sung brachten wir in 
eine Porzellanschale, wir setzten 25 ecm konzentrierte Salz- 
siure zu und dampften die Fliissigkeit bis zur Trockne ein, 
setzten von neuem Salzsiiure zu und dampften wieder bis zur 
Trockne ein. Darauf brachten wir den Rest mit Hilfe von 


1) Uber das Verhalten des Ammoniaks siehe niiheres unten. 
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Wasser in einen 100 ccm-Mefkolben. Die Fliissigkeit ist ge- 
woOhnlich stark braunfarbig; man entfirbt durch Fallung mit 
AgNO, ("'s)!) und verdiinnt bis zur Marke (++ 0,2 ccm fir das 
gefillte Silberchlorid). Von dem jetzt nur schwach gelblichen 
Filtrate fiihrt man 50 cem in einen 100 ccm-Kolben tiber, man 
neutralisiert die Fliissigkeit genau mit Lackmuspapier und ver- 
diinnt bis zur Marke. Von dem Inhalt des Kolbens nimmt 
man 40 ccm (= 5 cem der urspriinglichen Lésung) zur Formol- 
titrierung und 40 cem zur Ammoniakbestimmung. Hierdurch 
fanden wir 36,80 mg formoltitrierbaren Stickstoff und 4,05 mg 
Ammoniakstickstoff. 

Von der urspriinglichen Witte-Peptonlésung nahmen wir 
ferner 3, je 25 ccm grofe Proben; wir setzten 25 ccm kon- 
zentrierte Salzsiiure zu jeder Probe und kochten darauf die 
Mischungen tiber freier Flamme 1 bezw. 3 und 12 Stunden 
lang mit Riickflufkiihler. Nach beendigtem Kochen entfernten 
wir die Salzsiiure durch Eindampfen auf dem Wasserbade, und 
darauf ist das Verfahren ganz das oben beschriebene. Das Re- 
sultat des Versuches war nun folgendes: 














Witte-Peptonlésung. Totaler N in 5 ccm = 57,25 mg. 
| Formoltitrierter N | Ammoniak-N| Aminosiure-N 
| mg mg mg 
Sogleich bestimmt. . . | 13,44 0,80 12,64 
Zweimal mit HC] auf dem| 36.80 4.05 32.75 
Wasserbade eingedampft | 
1 Stunde mit HC] gekocht) 41,72 3,93 37,77 
3Stunden > >» > 43,68 3,95 39,73 
12  » » » >» | 44.94 £40 40,54 








Aus den gefundenen Zahlen ist zu ersehen, dai das 
Witte-Pepton durch zweimaliges Eindampfen auf dem Wasser- 
bade mit konzentrierter HCI nicht vollstindig abgebaut wird, in- 
dem niimlich die Formoltitrierung im Verein mit der Ammoniakbe- 
stimmung einen Aminosiiurestickstoffgehalt von 32,75 mg ergab, 
wiihrend 12stiindiges Kochen mit ca. 20°/oiger HCl die Menge 
des Aminosiiurestickstoffes bis auf 40,54 mg brachte. Ferner 


‘) Siehe S. P. L. SGrensen und H. Jessen-Hansen, l. c. 
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sieht man, dafi weder 1- noch 3stiindiges Kochen mit HCl 
imstande war, den vOlligen Abbau des Peptons zu bewirken. 
Inwiefern wir durch 12stiindiges Kochen mit HCl den Abbau 
zu Ende gebracht haben, lift sich aus den in diesem Versuche 
gefundenen Zahlen nicht ermitteln; wie wir indes unten sehen 
werden, hat sich die Hydrolyse nach 12stiindigem Kochen wirk- 
lich vollzogen oder gibt — mit anderen Worten — in dem 
angefiihrten Versuche die Zahl 40,54 den «Nullpunkt» an, von 
welchem aus wir den Grad des durch Einwirkungen, die das 
Pepton nicht vollstindig spalten, hervorgebrachten Abbaus ein- 
zuschatzen vermogen. 

Die natiirlichste Weise, den Spaltungsgrad auszudriicken, 
ist die, daB man die Menge des noch ferner lisbaren peptid- 
gebundenen Stickstoffes in Prozenten der vorhandenen Menge 
Aminosiiurestickstoffes angibt; im obigen Versuche war z. B. 
die Gesamtmenge Aminosiurestickstoffes = 40,54 mg; durch 
zweimaliges Eindampfen auf dem Wasserbade mit HCl fand 
man 32,75 mg N; nach dem Eindampfen auf dem Wasserbade 
waren mithin noch 40,54 ~ 32,75 = 7,79 mg peptidgebundenen 
Stickstoffes tibrig, was 19,2°/o der 40,54 mg N betriigt, oder, 
mit anderen Worten, es finden sich in dem mit Salzsiure auf 
dem Wasserbade behandelten Stoffe noch 19,2°/o peptidge- 
bundenen Stickstoffes. 

In einigen Fallen verwandten wir, wie aus untenstehenden 
Versuchen zu ersehen, Schwefelsaure statt Salzsiure zur Hy- 
drolyse. Sonst war das Verfahren ganz das oben angegebene, 
nur setzten wir vor der Entfarbung mit AgNO, eine geeignete 
Menge Natriumchloridlosung zu. 

Was die Genauigkeit des Verfahrens betrifft, so muf man 
wegen der vielen verschiedenen Manipulationen mit einem Fehler 
von ca. 2/10 cem bei der Titrierung rechnen, was wieder einen 
Fehler der Stickstoffmenge von 0,2 2,8 = 0,56 mg bezeichnet. 

Was die in der Tabelle I angefiihrten Stoffe betrifft, so 
handelt es sich erstens um 4 Proben trypsin-erepsin-verdautes 
Kalbfleisch, das ca. 3—4 Monate im Thermostaten gestanden 
hatte; ferner finden sich Proben von Witte-Pepton, das teils 
unverdndert, teils nach kirzerem oder langerem Stehen im 
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Tabelle 1. 
A Ammoniakstickstoff -}- Aminostickstoff, bestimmt durch Formoltitrierung 

—— Ver- Total. 3} = Ammoniakstickstoff, bestimmt durch Destillation im Vakuum 
— a Se C = A+B = Aminostickstoff (Milligramm N) 

SUCNS-] stick. [> “eae - a ; ‘ae amare nga 
suchung vor- Se | Zweimaliges Ein- 1 Stunde mit Stunden ‘mit Stunden mit 12 Stunden mit 
, > gle Ich ld fe it GS; lz- 209! joer S: l; , 2909 jge S; Izsi > 900! joer S l; » 2 loge so» Galva: 

num- stoff > ( amp en af i alZ- < oiger oe 2( Pkt. "Va ny 20 Spec Ye a (olger . alzsiure 
4: saure auf dem gekocht; darau gekocht; darau gekocht; darau gekocht; darauf 
liegende Stoff mer bestimmt Wasserbade eingedampft eingedampft | eingedampft |  eingedamptt 


mg 


A 


¢ A\|BI|C A 18} ©) £ i ei A | Bi C 


| A! BI 





Verdautes Kalbfleisch 1 
> » I] 
Il} 
> IV 
Witte-Pepton 
+ Pankreatin. Sogleich 
Derselbe Stoff nach 
2wichigem Stehen im 
Thermostaten 
Witte-Pepton 
+ Pankreatin, Sogleich 
Derselbe Stoff nach 
{fwochigem Stehen im 
Thermostaten 
Derselbe Stoff (Nr. 7) 
nach 2wochig, Stehen 
im Thermostaten 
Alkalische Casein- 
ldsung + Pankreatin 















nach 25tagigem Stehen 
im ‘Thermost 
‘hwefelsiure- 
spaltungsprodukt von 
Casein | 


Schwefelsaure- 
spaltungsprodukt von 
Casein Il 
Schwefelsiure- 
spaltungsprodukt von 
treckenem Hiihner- 





iwelb 





ol, 

33,80]2 
33,40 
37,80 


25,50 


25.50 


29,90 


28,20 


29.75 


32.50 


29 (K) 





21,56 
233, 466 
21.56 


or ses 
27 Ad 


_ . 


2.00 
2.50 
1,95 
3,05 
0,80 





420 0.40 
10.99 O85 


{1.62 1.00 


13,23) 1,22 
22.96 1,80 


29 


——, 


H) 1.90 








19,56 23,80 2,90 20,90 23.52 2,80 20,72 23,66 2,65 21,01 24,36 2.80 21,56 24.22 3.20 21,02 
21,16 25,90 3,70 22,20 25,90 3,65 22,25 26,32 3.65 22,67 27,16 3,75 23,41, 26,74 90 22,84 
19,61 24,64 3,25 21,39 24.78 3,10 21,68 24,92 3,20 21.72 25,48 3,20 22.28 25,62 3,60 22.02 
24,39 28.84 4,05 24,79 29.40 4,25 25.15 29.26 4,35 24.91 29.68 4.50 2 5,18 2 29,68 4,60 25,08 
~ - . ~i oF =r . Oe. 4 . > | 
12,64, 36,80 4,03 32,73 41,72 3,95 37,77 43,68 3,95 39 (3.96) | — | 14.9 t LAO 40.54 
23,23)42 00 4,25|37,75/43,82/4,10'39,72'45.08| —| — | —|—|] — a 7 ae 
: | | 
3,80 16,38 2,00 L438 18,20 2,10 16,10 19,88 2,10 17,78 20,02 2,20 17,82 20,44 2.40 18,04 
er 
10,14 18,06 1.90 16,16 18.95 2,00 16,95 20,16 2,10 18,06 19,88 2,10 17,72 20.02 2,25 17.77 
10,62 17,92 2,20 15,72 18,76 2,05 16,71 19,88 2,05 17.83 19,88 2.20 17,68 20.16 2.30 17.86 
| | 
11,98 20,44 3.15 17,29 21,98 3,10 18.88 22,96 3,15 19,81 23.24 3,20 20,04 23.94 3,25 20,69 
21.16 23,52 2,00 21,52 23,52 2.05 21.47 24.22 2.25 21,97 24.50 2,25 22.2 {2.35 22.99 








21.49 24.64 2,50 22,14 25.48 2,50 22.98 25,90 2.50 23.40 26.04 2.60 23.44 25.90 2.65 23.25 
20.50 21.84 2.00 19.84 2,05 20,63 23,52 2,05 21.47 23.52 2.15 21.37 23.94 2.30 21.64 
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Thermostaten mit Pankreatin (Rhenania) untersucht wurde. 
Endlich untersuchten wir einige Spaltungsprodukte des Caseins 
(Hammarsten) und Hiihnereiweibes (gewOhnliche Handelsware) 
durch ca. 1dstiindiges Kochen einer gréfberen Menge der ge- 
nannten Stoffe mit 25°/oiger Schwefelsiiure itiber freier Flamme 
dargestellt. 

Wie aus den angefiihrten Zahlen ersichtlich, geniigt es 
nicht, die untersuchten Stoffe zweimal mit konzentrierter HCI 
auf dem Wasserbade einzudampfen, wenn man eine totale 
Hydrolyse erzeugen will, indem man tiberall eine nicht so gar 
wenlg hohere Zahl durch die Formoltitrierung findet, nachdem 
der Stoff 12 Stunden lang mit konzentrierter HC] gekocht worden 
ist. Sogar in denjenigen Fiillen, wo das Ausgangsmaterial ein 
Stoff war, von dem sich annehmen lief, er sei sozusagen voll- 
stiindig abgebaut, erweist es sich, dab zweimaliges Eindampfen 
auf dem Wasserbade mit Salzsiiure nicht imstande war, die 
totale Hydrolyse hervorzurufen. Im Versuche Nr. 11, wo mit 
Schwefelsiiure gespaltenes Casein angewandt wurde, fand man 
sogleich durch die Formoltitrierung 21,16 mg N, nach HCl- 
Behandlung auf dem Wasserbade 21,52 mg. Nach 12stiindigem 
Kochen iiber freier Flamme fand man jedoch 22,99 mg N, was 
besagt, daB der Stoff nach zweimaliger Behandlung auf dem 
Wasserbade mit HCl noch immer 6,4 °/o peptidgebundenen 
Stickstoffs enthielt. Im Versuche Nr. 12, wo ebenfalls mit 
H,SO, gespaltenes Casein zur Verwendung kam, findet man 
nach zweimaligem Eindampfen mit HCl noch 4,7 °/o peptid- 
gebundenen Stickstoffes. Im Versuch 13 wurde ein Praparat 
angewandt, das durch 15stiindiges Kochen mit H,SO, aus ge- 
spaltenem Hiihnereiweil} dargestellt worden war; hier findet sich 
sogar nach einstiindigem Kochen mit HC] iiber freier Flamme 
noch 4,7 °/o peptidgebundenen Stickstoffs, welche Zahl iibrigens 
etwas zu niedrig ist, indem Hiihnereiweif im Gegensatz zum 
Witte-Pepton und Casein nicht vollstiindig hydrolysiert wird, 
selbst wenn man es 12 Stunden lang mit konzentrierter HCl kocht;: 
auf dieses Verhalten werden wir unten niiher zuriickkommen. 

Betrachtet man die Zahlen fiir trypsin-erepsin-verdautes 
Fleisch, so sieht man, daf zweimaliges Eindampfen mit HCl 
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auf dem Wasserbade stark auf diese Stoffe einwirkt, indem 
man nach dieser Behandlung in den vier angefiihrten Versuchen 
(Nr. 1, 2, 3 und 4) nur folgende Mengen peptidgebundenen 
Stickstoffes findet: 0,5 °/o, 2,8 °/o, 2,9°%/o und 1,2 °/o. Da alle 
Versuche dartun, daf die Menge titrierbaren Stickstoffes nach 
12stiindigem Kochen mit Salzsiure grOfer ist als nach zwei- 
maligem Eindampfen auf dem Wasserbade mit Salzsiiure, hat 
man wahrscheinlich anzunehmen, daf die Hydrolyse nach dem 
Eindampfen auf dem Wasserbade nicht ganz beendigt war; 
iibrigens sind die angefiihrten Zahlen so klein, dah man sie wohl 
zuniichst als innerhalb der Fehlergrenze liegend betrachten darf. 

Den groBten Unterschied zwischen der Wirkung des zwei- 
maligen Kindampfens auf dem Wasserbade und der des zwolf- 
stiindigen Kochens iiber freier Flamme mit Salzsiiure findet man 
in denjenigen Fiillen, wo das Ausgangsmaterial mehr kompliziert 
gebaute Stoffe waren, wie z. b. Witte-Pepton oder das einige 
Zeit hindurch mit Trypsin verdaute Casein. Im Versuche 5 
wurde Witte-Pepton angewandt, das nach zweimaligem Ein- 
dampfen mit HCI bei Formoltitrierung 32,75 mg N gab, wiihrend 
die Titrierung nach 12stitindigem Kochen mit HCl 40,54 mg 
zeigte; nach dem Eindampfen auf dem Wasserbade fanden sich 
also noch 19,2 °/o peptidgebundenen Stickstoffes. Im Versuche 
Nr. 6 wurde dieselbe Peptonl6sung benutzt, nachdem die LOsung 
jedoch 2 Wochen lang mit Trypsin im Thermostaten gestanden 
hatte. In diesem Falle ist die Menge des peptidgebundenen 
Stickstoffes nach zweimaligem Eindampfen auf dem Wasser- 
bade mit Salzsiiure bis auf 6,9 °/o gesunken. 

In den Versuchen 7, 8 und 9 kam ebenfalls Witte-Pepton- 
lOsung zur Verwendung, teils unverandert, teils nach Verdauung 
mit Pankreatin. Im ersteren Falle zeigt zweimaliges Eindampfen 
mit HCl auf dem Wasserbade einen Gehalt von 20,3 °/o peptid- 
gebundenen Stickstoffs; nach der Pankreatinwirkung ist die 
Menge bis auf (10,4 bzw. 12,9) ca. 11,7 °/o gesunken. 

Endlich erweist eine Caseinlésung, die 25 Tage hindurch 
mit Pankreatin im Thermostaten gestanden hat, nach zwei- 
maligem Eindampfen mit HCl auf dem Wasserbade einen Gehalt 
an peptidgebundenem Stickstoff von 16,4 °/o. 
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Mit Bezug auf die Frage, wie lange das Kochen mit Salz- 
siure liber freier Flamme dauern mu, um totale Hydrolyse 
zu erzeugen, erweist es sich, daf in denjenigen Fillen, wo 
das Ausgangsmaterial vorher stark hydrolysiert ist, ein sechs- 
stiindiges Kochen wohl stets geniigen wird; handelt es sich 
dagegen um einen Stoff wie Witte-Pepton (Versuch Nr. 5), 
so mu8 man, um ganz sicher zu gehen, das Kochen mehr als 
6 Stunden lang fortsetzen — wie lange, das lift sich nach 
den in der Tabelle angegebenen Zahlen nicht entscheiden. 

Da es sich erwies, daf die vollstiindige Hydrolyse der 
Proteine ein wenigstens 6stiindiges Kochen iiber freier Flamme 
mit HCl erforderte, versuchten wir, ob es nicht tunlich sei, 
die Hydrolyse auf andere Weise schneller zu vollfiihren; aus den 
unten angefiihrten Versuchen wird man sehen, daf 1! 2stiindige 
Erhitzung der Proteine auf 150° mit Saéure im Autoklaven in 
allen Fiillen zum Ziele zu fiihren scheint. Wir wandten teils 
Schwefelsiiure, teils Salzsiure in verschiedenen Konzentrationen 
an. Die Sauremenge ist in normaler Siiure angegeben, und 
die von uns benutzten Siiuremengen variierten zwischen 1- und 
5-normal. Des Vergleiches wegen bestimmten wir gleichzeitig 
den Hydrolysegrad nach Kochen mit konzentrierter (20 °/oiger) 
HCl iiber freier Flamme 3, 6 und 12 Stunden hindurch. 


Tabelle II. 


Standardlésung = ca. 4°/oige Lésung von trockenem Hiihnereiweif. 




















A = Ammoniakstickstoff -+- Aminostickstoff 
B = Ammoniakstickstoff 
C = Aminostickstoff (A B) 

Totalstickstoff in 5 ccm == 23,10 mg. 


| A B G 





Bestimmung sogleich . ...... +6. 1,40 0,40 1,00 


| 
| 
4 Stunden mit 20°/oiger Salzsiure gekocht, 

darauf eingedampft ........ x 16,90 1,70 | 15,20 
6 Stunden mit 20°/oiger Salzsiure gekocht, | 

darauf eingedampft.........| 17,50 1,85 | 15,65 


12 Stunden mit 20°%/oiger Salzsiure gekocht, | 
darauf eingedampft ........ .) 17,64 2,00 | 15,64 
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Spaltung durch Erhitzung im Autoklaven. 
pn pa 
Konzentration 150° 150° 180° 
und Art der 1'/e Stunden 3 Stunden 1*/2 Stunden 





angewandten Séure N B C A B cd aitele 





l-normal-Salzséure . . | 18,20 2,30'15,90] 18,06 2,50 15,56 19,04 3.60/15 44 


| 











2 . . | 19,04 2,30 16,74] 19,18 2.55 16,63] 19,60, 3,40 16,20 
5 | 19,74 2,40,17,34 19,46 2,30 17,16] 19,74 4,00 15,74 
4 , . . | 19,60. 2,50 17,10] 19,60, 2,65 16,95] 19,60, 3,80 15,80 
5 ; . | 19,60 2,65 16,95 19,60 2,85 16,75] 20,02, 3,80 16,22 
1-normal-Schwefelsiiure] 17,08 2,40) 14,68 _ | _- — 18,34 3,80 14,54 
2 18,62. 2,60 16,02] 18,76, 2,80 15,96] 19,46) 3,80 15,66 
3 , 18,90 2,70 16,20] 19,04 2.90 16,14] 19,60, 4,00 15,60 
' 18,90 2,65 16,25] 19,32 2,85 16,47] 19,60) 4,30 15,30 
5 19,32] 2,60|16,723 — | —| — 19,47) 4,40 15,34 


Die angefiihrte Versuchsreihe wurde mit einer ca. 4°/oigen 
Lisung von gewohnlichem, gedérrtem Hiihnereiweif ausgefiihrt. 
Ks zeigt sich, dafi 12 stiindiges Kochen mit Salzsaure tiber freier 
Flamme keine stiérkere Hydrolyse als 6stiindiges Kochen gibt. 
Dies sollte zu dem Schluf berechtigen, dafi die Hydrolyse nach 
6 stiindigem Kochen eine vollstiindige wire. Indes sieht man, 
dab 14/2stiindige Erhitzung auf 150° mit einer Sauremenge 
= 3-n-HCl im Autoklaven ein nicht geringes Steigen des 
Hydrolysegrades bewirkt. Nach Kochen tiber freier Flamme 
fand man 15,65 mg Aminosiurestickstoff, nach Autoklavierung 
dagegen 17,34 mg, was besagt, daB nach dem Kochen tiber 
freier Flamme noch 9,7 °/o peptidgebundenen Stickstoffs vor- 
handen sind. Ferner geht aus den ermittelten Zahlen hervor, 
dai Schwefelsiiure bedeutend schwiicher als Salzsiiure wirkt, 
indem erst eine Siiurestiirke von 5-n-Schwefelsiiure imstande 
ist, fast totale Hydrolyse zu erzeugen, wiihrend diese schon 
mit 3-n-HCl erzielt wird. 

Um zu versuchen, ob es tunlich sei, eine Spaltung zu 
erzwingen, die stiirker wiire als die durch 11/2stiindige Auto- 
klavierung auf 150° erzeugte, verlingerten wir die Dauer der 
Autoklavierung von 1!/2 bis auf 3 Stunden; wie aber zu er- 
sehen, nimmt der Abbau hierdurch nicht zu. Ferner unter- 
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suchten wir, ob eine 1! 2stiindige stiirkere Erhitzung (bis auf 
180°) imstande war, die Menge formoltitrierbaren Stickstoffs 
zu vermehren. Die Zahlen fiir die Menge von Aminosiiure- 
stickstoff ~- Ammoniakstickstoff sind bei dieser starken Er- 
hitzung fast dieselben wie bei Erhitzung auf 150°; da sich 
aber bei 180° mehr Ammoniak bildet (abspaltet) als bei 150°, 
wird die Menge des Aminosiurestickstoffes bei 180° geringer 
als bei 150°. Es scheint also, dab 1'/estiindige Erhitzung aut 
150° die Erzielung des mdglichst hohen Hydrolysegrades am 
meisten begiinstigt. 

Eine Versuchsreihe, die wir anstellten, um zu priifen, ob 
die totale Hydrolyse des Hiihnereiweifes durch 12stiindiges 
Kochen mit konzentrierter Salzséure nicht zu ermdglichen sei, 
geben wir in untenstehender Tabelle III wieder. 


Tabelle III. 


Extraprobe: Lésung von trockenem Hiihnereiweif. 


Totalstickstoff = 28,00 mg. 
A = Ammoniakstickstoff -- Aminostickstoff 
B = Ammoniakstickstoff 
C = AB = Aminostickstoff. 























A B ( 
6 Stunden mit 20°%oiger Salzsiure gekocht, 
darauf eingedampft ........./| 21,70 2,60 | 19,10 
12 Stunden mit 20°viger Salzsiiure gekocht, | 
darauf eingedampft........./ 21,84 2,70 | 19,14 
12 Stunden mit 5-normal-Schwefelsiure bei 90°, 
darauf 6 Stunden gekocht. .... . 21,56 — | — 


12 Stunden mit 5-normal-Schwefelsiure bei 90 °, 
darauf 12 Stunden gekocht .....{ 21,70 | — | — 


Erhitzung im Autoklaven auf 150° — 11/2 Stunden | 
mit 3-normal-Salzsiiure ....... | 23,10 BY | 20,40 


Erhitzung im Autoklaven auf 150° —1'/e Stunden 
mit 4-normal-Salzsiure ....... > 23,24 2,759 | 20,49 


Erhitzung im Autoklaven auf 150°—1'/e Stunden | 
mit 3-normal-Schwefelsiure .... . 22,40 2,90 19,50 
Die Zahlen zeigen ganz dasselbe Verhalten wie die der 
Tabelle II. Nach 12stiindigem Kochen mit starker Salzsiure 
findet man 19,14 mg N, wiihrend 1!/2stiindige Behandlung im 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVII. 2 
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Autoklaven mit 3-n-HCl bei 150° 20,40 mg N gibt; es waren 
also nach Kochen tiber freier Flamme mit Salzsiure noch 
6,2°/o peptidgebundenen Stickstoffs vorhanden. Ebenfalls zeigt 
der Versuch, daB 3-n-H,SO, schwacher hydrolysierend wirkt 
als 3-n-HCl. 

Tabelle IV. 


Standardlésung = ca. 4°/oige alkalische Caseinlésung. 





Totalstickstoff = 25,30 mg. 











A = Ammoniakstickstoff -+- Aminostickstoff 
B = Ammoniakstickstoff 
C = A~B = Aminostickstoff. 
A B C 
Bestimmung sogleich ......-0....- 1,68 | 030 | 1,38 
3 Stunden mit 20°/oiger Salzséure gekocht, 
darauf eingedampft ......... oa — -— 
6 Stunden mit 20°%/oiger Salzsaure gekocht, 
darauf eingedampft ......... 21,56 2,75 18,81 
12 Stunden mit 20°/oiger Salzsiure gekocht, 
darauf eingedampft ......... 21,84 2,85 18,99 





Spaltung durch Erhitzung im Autoklaven. 


























Konzentration und Art der 150° 180° 
1'/e Stunden 1'/e Stunden 
angewandten Saure _ 

A | B | C¢ A | B{cC 
i-normal-Salzsiure. .... 18,76 2,70 | 16,06 | 20,86; — — 
2 ‘ ¢¢ te aecme 20,30; 2,90 | 17.40 | 21,84) 4,40 | 17,44 
3 ‘: <deeagaken 21,56} 3,00 | 18,56 | 21,98) 4,60 | 17,38 
4 ~ — spolipekael ean 21,42} 3,00 | 18,42 | 21,98} 4,75 | 17,23 
5 . _céeieneee 21,56} 3,00 | 18,56 | 22,26) 5,15 | 17,11 
1-normal-Schwefelséure. . .]| 18,34} 2,95 | 15,39 | 20,72| 4,40 | 16,32 
2 » . . «| 20,44!) 3,00 | 17,44 | 21,70) 4,35 | 17,35 
3 > . « «| 21,42) 3,05 | 18,37 | 21,84) 4,55 | 17,29 
4 3 . « «| 21,70) 3,10 | 18,60 | 22,40) 4,60 | 17,80 
5 : . » « | 21,56) 3,20 | 18,36 | 22,26) 4,80 | 17,46 














Die TabellelV gibt die Resultate einer mit einer ca. 4°/oigen 
Caseinlésung angestellten Versuchsreihe. Es erweist sich, dab 
6stiindiges Kochen mit Salzsiure iiber freier Flamme geniigt, 
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um totale Hydrolyse hervorzurufen, indem die Menge des formol- 
titrierbaren Stickstoffes weder nach 12stiindigem Kochen noch 
vach Autoklavierung bei 150° mit 3-n-HCl steigt. Ebenfalls 
zeigt es sich, daB schon 3-n-H,SO, eine fast totale Hydrolyse 
hervorzubringen vermag, was uns darlegt, dafB Casein sich 
viel leichter als HiihnereiweiB hydrolysieren 1aBt. 

Der Versuch zeigt ferner, daB Erhitzung im Autoklaven 
auf 180° zwar die Menge von Amino-N -- Ammoniak-N ver- 
mehrt, daB die Menge des Aminosiaurestickstoffes aber ab- 
nimmt, weil die starke Erhitzung bedeutend mehr Ammoniak 
abspaltet als die Erhitzung auf 150°. 

Aus den Zahlen der Tabelle V geht hervor, daf eine 
Losung von Witte-Pepton durch 12stiindiges Kochen mit 
20°/oiger HCl oder mit 5-n-Schwefelséure tiber freier Flamme 
vollstindig gespalten wird. Nach 1!/estiindigem Stehen im 
Autoklaven bei 150° ist die Hydrolyse vollstaéndig mit 2-n-HCl 
und mit 3—5-n-H,SO,. Erhitzt man 11/2 Stunden lang auf 180°, 
so findet man eine Zunahme des Ammoniak- + Aminosdure- 
stickstoffes; da die Ammoniakmenge aber stark gestiegen ist, 
wird die Menge des Aminosdurestickstoffes bei 180° geringer 
als bei 150°. 

Tabelle V. 
Ca. 4°/oige Lésung von Witte-Pepton. 





Totalstickstoff = 32,70 mg 








A = Ammoniakstickstoff 4—- Aminostickstoff 
B = Ammoniakstickstoff 
C = A~=>B = Aminostickstoff 
A | B/C 
Sogieiels Demi ct tH ee 4,76 | 0,45 | 4,31 
3 Stunden mit 20°/oiger Salzsdure gekocht, darauf 
eingedampft .....«-.-.-c+e- - . - . | 23,80 | 2,40 | 21,40 
6 Stunden mit 20°/oiger Salzsiure gekocht, darauf 
ONE 6 cs ct te eee 24,22 | 2,45 | 21,77 
12 Stunden mit 20°/oiger Salzsdéure gekocht, darauf 
eingedampf{. ...-....seeesses 24,64 | 2.65 | 21,99 
3 Stunden mit 5-normal-Schwefelséure gekocht | 21,56 | 2,30 | 19,26 
6 2 > . : 23,66 | 2,20 | 21,46 
12 > ni > > 25,06 | 2,50 | 22,56 














O* 
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Spaltung durch Erhitzung im Autoklaven. 

er et 
150° 180° 

1'/e Stunden 1'/e Stunden 


Aisi tA. e 














Konzentration und Art der 





angewandten Saure 





1y-normal-Salzsiiure . . . .| 21,70) 3,00 | 18,70 24,64 | 4.80 19.84 
24,36 | 3,20 | 21,16 25,48 | 4,60 | 20,88 


1 > < « «ee 
2 > . e . «| 25,48} 3,10 | 22,38] 26,04) 4,80 | 21,24 
3 , . . . «| 25,76) 3,10 | 22,66] 26,04) 4,90 | 21,14 
4 > .. . «| 25,48) 3,10 | 22,38] 26,82) 5,25 | 21,07 


2 
‘/e-normal-Schwefelsdiure . .| 16,94) 2,65 | 14,29] 2240; — | — 


3,25 | 22,37] 26,32) 5,60 | 20,72 
| 











1 . «| 22,40) 3,10 | 19,30] 24,78; — | — 

2 : . «| 24.64) 3,15 | 21,49] 25,62] 4,70 | 20,92 
3 ' . . | 25,48) 3,85 | 22,13 25,62 4,80 20,82 
4 . «| 25,48) 3,30 | 22.18] 25,76 | 5,00 | 20,76 
5 ‘ . .| 25,76) 3,40 | 22,36] 25,90! 5,00 | 20,90 


Tabelle VI. 


Phosphatfreie Lésung von verdautem Kalbfleisch V. 





Totalstickstoff = 28,80 mg 
A = Ammoniakstickstoff +-+- Aminostickstoff 
B = Ammoniakstickstoff 
C = A+B = Aminostickstoff 





Sogleich bestimmt ......... 21,42 | 2,50 | 18,92 
1 Stunde mit 20°oiger Salzséiure gekocht, darauf | 
eingedampft . coe ew we oe « | S| B40 | 5084 
3 Stunden mit 20°/oiger Salzséure gekocht, darauf 
eingedampit ....s.ecssseeeees 
6 Stunden mit 20°/oiger Salzséure gekocht, darauf . 
eingedampft . ; 23,94 | 3,70 | 20,24 
1 Stunde mit 5-normal-Schwefelsdure gekocht . | 23,38 | 3,30 | 20,08 
23,66 | 3,30 | 20,36 
| 24,08 | 3,60 | 20,48 


, 
6 » » » » e | 


23,80 | 3,50 | 20,30 





3 Stunden » > " 
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Spaltung durch Erhitzung im Autoklaven | 
150° 1'2 Stunden | | 

| 8 | 4,20 | 18,48 

» it 4 | 4,30 | 19,74 
; See ee ee ew we | 2478 | 4,45 | 20,33 
| 25,06 | 4,55 | 20,51 
> se ee ew ww we | 24,92 | 4,50 | 20,42 
. . «| 25,20 | 4,70 | 20,50 

24.92 | 4,35 | 20,57 


»-normal-Schwefelsiure ........+..-.+/] 22, 
| 2 
> 


2-normal-Salzséure 





180° 1'/2 Stunden 
- | 26,32 | 5,65 20,67 


o-normalk-Galzelure. . 1. + 6 se tees ewes | 25,76 | 5,60 | 20,16 


32-normal-Schwefelsdure . 





In den Tabellen VI und VII findet man die Ergebnisse 
von Spaltungsversuchen mit Fleisch, das langere Zeit (3 bis 
+ Monate) hindurch mit Trypsin-Erepsin verdaut worden ist. 
Aus den Zahlen der Tab. VI sieht man, dafi der hier ange- 
wandte Stoff vor der Behandlung mit Siiure bei Formoltitrierung 
18,92 mg Stickstoff gab, wéhrend er nach 1!/2stiindiger Be- 
handlung mit 2-n-Salzsiiure im Autoklaven bei 150° ca 20,50 mg 
formoltitrierbaren Stickstoff ergab, was mithin bezeichnet, dab 
der angewandte Stoff noch 7,7°/o peptidgebundenen Stickstoffes 
enthielt. 

Ferner sieht man aus der Tabelle, dafi ein vollstindiger 
Abbau schon nach 3stiindigem Kochen mit 20°/oiger Salzsiure 
oder 5-n-Schwefelsaure iiber freier Flamme, wie auch nach 
|) 2stiindiger Autoklavierung auf 150° mit 2-n-Schwefelsdure 
erreicht wird. Steigert man die Temperatur bei der Auto- 
klavierung bis auf 180°, so findet man eine Zunahme der 
Ammoniakmenge, wiihrend die Menge des Aminosiurestickstoffs 


unverandert bleibt. 
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Tabelle VII. 


Phosphatfreie Lésung von verdautem Kalbfleisch. 











Totalstickstoff = 27,25 mg 
A = Ammoniakstickstoff -+- Aminostickstoff 
B = Ammoniakstickstoff 
C A > B = Aminostickstoff 
| A | B C 
Sogleich bestimmt ..........6.. 19,18 | 2,00 | 17,18 
3 Stunden mit 20°%/oiger Salzsaiure gekocht, darauf 
GORE, 66k 4 86% oO Se HS 21,00 | 2,65 | 18,35 
6 Stunden mit 20°/oiger Salzsiiure gekocht, darauf 
eingedampit ....+..+s+.. — 21,84 | 2,75 | 19,09 
12 Stunden mit 20°/oiger Salzséure gekocht, darauf 
PEE Tee Tee 21,84 | 2,80 | 19,04 





Spaltung durch Erhitzung im Autoklaven 




















, ;, 50° 80° 
Konzentration und Art der Lt) ee 11), A 
angewandten Sdure 
AiBi¢ A B | C 
1-normal-Salzsiure . . . . .| 22,12) 3,35 | 18,77] 23,10) 4,75 | 18,35 
2 ee Se 22,40! 3,30 | 19,10] 23,52) 4,80 | 18,72 
3 ; - «+ . «| 22,68; 3,50 | 19,18] 23,52) 5,05 | 18,47 
4 > .. . . «| 22,54} 3,60 | 18,94] 23,52; 5,10 | 18,42 
5 . . Mec ieen 22,54| 3,60 | 18,94] 23,80; 5,40 | 18,40 
1-normal-Schwefelsiure. . .]| 21,70} 3,30 | 18,40] 22,68) 4,75 | 17,93 
2 > . . - | 22,40) 3,40 | 19,00] 23,24; 4,90 | 18,34 
3 > «so | 22,54) 3,45 | 19,09] 23,66) 5,00 | 18,66 
4 > . . «| 22,82) 3,55 | 19,27] 23,80} 5,10 | 18,70 
5 22,82 | 3,55 | 19,27] 23,52} 5,10 | 18,42 








Die Resultate der Tabelle VII, wo das angewandte ver- 
daute Fleisch ca. 10°/o peptidgebundenen Stickstoffs enthielt, 
Doch findet man 
hier bei Erhitzung auf 180° geringere Werte des Aminosaure- 
stickstoffs als bei 150°, indem zugleich die Ammoniakmenge 


sind ganz dieselben wie die der Tab. VI. 








bei 189° um nicht so wenig hoher ist als bei 150°. 
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Tabelle VIII. 








A = Ammoniakstickstoff -+- Aminostickstoff 
Erhitzung B = Ammoniakstickstoff 
C = A~B = Aminostickstoff 
Lisung Lisung Phosphatfreie 
Autoklaven von Alkalische ane e Lisung von 
trockenem Caseinlésun verdautem 
mit Hiithnereiweif . Witte-Pepton| Kalbfleisch V 
3-normal- Total-N Total-N Total-N Total-N 
24.70 mg 36,30 mg 29,10 mg 29,70 mg 





alzsa wes Ta | | icl, 
Salzsaure ALB C A\BI|C A | B| Cc A |B ¢ 





120°, 3 Std.]19 60 1,60 18,00 





27,86 3,65 24,21121,98 2,05 19,93]24,22 3,40 20,82 
1359,1 »>|18 62 1, 70 16,92|27,30 3 {60 23, 70}20,58 2,00 18,58)23,80 3,40 20,40 
135°,2 > [20 30 1,85 18,45)28 8,70 3,80 24,90)22,54 2,10 20,44124,64 3,85 20.79 
135°,3 » [20,58 2,05 18,53]28 98 3, 90 25,08|22,82 2,30 20,52)24,64 3,95 20,69 
150°, Ya > 17,50 1,80 15,7026, 32 3,5 55 '22,77|21,00 2,05 18,951 24,08 3,45 20,63 
150°,1 > [20,30 2,05 18,25}28,98 3,90 25,08 22,6812,30 20,38) 24,78 4,00 20,78 


150°, 11/2 » ]20 442 2,10 18,35 28,98 4,00'24,98 22 40 2,40 20,00]25,20 4,15 21,05 

















In der Tabelle VIII haben wir schlieflich die Resultate 
einer Reihe von Versuchen angegeben, die wir anstellten, um 
zu untersuchen, welche Bedeutung Variationen des Erhitzungs- 
grades und der Erhitzungsdauer ftir den Abbau der Proteine 
und der niichsten Spaltungsprodukte derselben haben. Aus den 
gefundenen Zahlen sieht man, daB 3stiindige Erhitzung auf 
120° fast ganz dasselbe Resultat ergibt wie 1!/estiindige Er- 
hitzung auf 150°. Erhitzt man auf 135°, so wird 1 Stunde 
nicht zum volligen Abbau geniigen; verlangert man aber die 
Dauer bis auf 2 oder 3 Stunden, so erreicht man dasselbe 
Resultat wie durch 1!/2stiindige Erhitzung auf 150°. 

Halbstiindige Erhitzung auf 150° bewirkt keinen voll- 
stindigen Abbau, dagegen gibt die 1stiindige dasselbe Resultat 
wie die 1!/zstiindige Erhitzung. 





Wie oben angegeben, bestimmt man die Menge des Amino- 
sdurestickstoffes durch die Differenz zwischen Aminosiurestick- 
stoff +- Ammoniakstickstoff (der durch die Formoltitrierung 
bestimmt wird) und dem Ammoniakstickstoff, der durch Destil- 
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lation im Vakuum mit Baryt in Methylalkohol bestimmt wird. 
Beim Durchsehen der verschiedenen Versuche findet man indes, 
dafi die Ammoniakmenge, was eine und dieselbe Lésung be- 
trifft, je nach den verschiedenen Einwirkungen, denen die Lésung 
ausgesetzt wurde, stark varileren kann. Als Beispiel des hier 
Angefiihrten kénnen wir der Tab. V einige Zahlen entlehnen; 
zu diesem Versuche wurde eine Lésung von Witte-Pepton 
mit einem Totalstickstoffgehalt (in 5 ccm) = 32,70 mg an- 
gewandt. Die Zahlen stellen sich wie folgt: 

A = Amino- -+- Ammoniakstickstoff; 

B = Ammoniakstickstoff ; 

C = A+B = Aminostickstoff. 





H 











A B | C¢ 
Sogleich | 4,76 045 | 431 
3 Stunden mit HCI] gekocht . | 23,80 2,40 21,40 
¢ + , ee. | 2492 | Oe 21,77 
ms ee oe | 264 | 2,65 | 21,99 
Im Autoklaven bei 150° mit '/2-n-HCl.| 21,70 3,00 18,70 
150° » 2 » .| 25,48 3.10 22,38 
: » 1509 > & “» .| 25,48 3,10 | 22,38 
>» 180° >» te » .| 24,64 4,80 | 19,84 
, 180° >» 2 > .| 2604 | 480 | 21,24 
; > 180° » 4 » .| 26,32 525 | 21,07 





setrachten wir die oben angefiihrten Zahlen, so finden 
wir, dafi die Ammoniakabspaltung beim Kochen tber freier 
Flamme am geringsten ist, so zwar, dai die Ammoniakmenge 
immer mehr zunimmt, je liinger das Kochen dauert. Bei Auto- 
klavierung auf 150° ist die Ammoniakabspaltung stirker als 
beim Kochen iiber freier Flamme, und bei 180° ist die Am- 
moniakmenge noch ferner sogar ziemlich bedeutend gestiegen. 
Betrachten wir darauf die Zahlen fiir Aminosdurestickstoff -- 
Ammoniakstickstoff (Kolonne A), so sehen wir, daf das Kochen 
iiber freier Flamme niedrigere Zahlen gibt als das Erhitzen 
auf 150° und dafB die hichsten Zahlen durch Erhitzung auf 
180° erzielt werden. Da jedoch das Steigen der Zahlen der 
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Kolonne A nicht mit dem Steigen der Menge abgespaltenen 
Ammoniaks zusammengeht, so ergiebt sich das Resultat, dab 
die Menge des Aminosiiurestickstoffes (Kolonne C) bei Erhitzung 
aif 150° und beim Kochen mit HCl tiber freier Flamme um 
nicht so gar wenig hoher wird als bei Erhitzung auf 180°. Den 
Grund dieses eigentiimlichen Verhaltens hat man gewif in dem 
('mstand zu suchen, dah gleichzeitig mit dem Abbau der Pro- 
teine eine sekundire Spaltung der gebildeten Aminosiuren statt- 
findet, mittels deren Ammoniak abgespalten wird.') Das Re- 
sultat dieser beiden gleichzeitig verlaufenden Prozesse wird 
natiirlich in erster Linie von der Art der sekundir gespaltenen 
Aminoséuren abhingig sein. Wenn z. B. Glycin oder andere 
Monoaminosauren simtlichen Stickstoff als Ammoniak abspalten, 
so wird das Sinken des Aminosiurestickstoffes gleich dem 
Steigen des Ammoniakstickstoffes werden. Handelt es _ sich 
um Stoffe wie z. B. Tryptophan, so wird bei vollstandiger Ab- 
spaltung das Sinken des Aminosiiurestickstoffes geringer sein 
als das Steigen des Ammoniakstickstoffes. Wird dagegen Ar- 
ginin durch Zerteilung des Guanidins gespalten, so erhalten 
wir gleichzeitig mit einer Zunahme der Ammoniakmenge auch 
ein Steigen der Aminosiuremenge; dieses Verhalten wird jedoch, 
wie genannt, nicht eintreten, wenn man dafiir sorgt, dab man 
bei Temperaturen bleibt, die 150° nicht tibersteigen. 

Es ]a8t sich also nicht mit Sicherheit sagen, wann der 
Abbau eines Proteinstoffes vollstiindig ist. Indes glauben wir, 


') Diese Abspaltung erfolgt nicht mit bezug auf alle Aminosiuren 
gleich leicht. So spaltet Glycin bei Erhitzung mit 2-n-HCl auf 150° gar 
kein Ammoniak ab. Eine Tyrosinlésung mit einem Totalstickstoffgehalt 
von 19,00 mg gab nach derselben Behandlung nur 0,2 mg Ammoniak-N 
und 0,2245 g Histidin (60,84 mg N entsprechend) nur 0,3 mg Ammoniak-N. 
Dagegen ergaben 0,3072 g Cystin (35,84 mg N entsprechend) nach Auto- 
Klavierung mit 2-n-HCl 11,0 mg Ammoniak-N. Mit Bezug auf das Arginin 
gaben Schulze und Winterstein (Diese Zeitschrift, Bd. XXXIV) an, 
dieser Stoff ertrage 10stiindiges Kochen mit konzentrierter Salzsiure, 
ohne daft sich Ammoniak abspalte; erhitze man das Arginin mit kon- 
zentrierter Salzsiure in zugeschmolzenen Glasréhren bis auf 150°, so 
sei die Ammoniakbildung nur gering und erst bei 180—200° erfolge eine 
starkere Abspaltung des Ammoniaks. 
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dafi der in der Einleitung dieser Abhandlung erwihnte «Null- 
punkt» dort zu suchen ist, wo wir bei einer verhaltnismiiBig 
geringen Ammoniakbildung den héchsten Wert der Menge des 
Aminosiurestickstoffs erhalten, und unter Beriticksichtigung der 
oben angefiihrten Versuche mu8 man annehmen, daB dieser 
Nullpunkt héchst wahrscheinlich durch 1!/estiindige 
Erhitzung im Autoklaven auf 150° mit 3-n-HCl er- 
reicht wird. 

Aus dem Obenstehenden geht hervor, da8 wir imstande 
sind, mittels der Sérensenschen Formoltitrierung zu ent- 
scheiden, ob der Abbau eines Proteins durch Einwirkung von 
z. B. Siiuren oder Fermenten vollsténdig ist oder nicht, und 
wenn der Abbau nicht vollstandig ist, dann zu entscheiden, 
wieviel peptidgebundener Stickstoff sich noch im untersuchten 
Stoffe befindet. Obschon Sérensens erste Mitteilung bereits 
1907 veroffentlicht wurde, hat die Formoltitrierung merkwiir- 
digerweise nur sehr geringe Anwendung gefunden; dies mu) 
um so mehr Erstaunen erregen, als das Verfahren sehr leicht 
auszufiihren ist und die bisher angewandten Verfahrungsarten 
an Genauigkeit weit tibertrifft. 

Namentlich Abderhalden und seine Mitarbeiter haben 
wiihrend der letzteren Jahre eine sehr bedeutende Arbeit aus- 
gefiihrt, um zu entscheiden, ob Proteine, die 3—4 Monate lang 
mit Trypsin +- Erepsin verdaut wurden, wirklich als vollstandig 
abgebaut zu betrachten seien. Die genannten Forscher scheinen 
anzunehmen, daS Fermente wirklich imstande seien, die totale 
Hydrolyse von z. B. Casein oder Fleisch zu bewirken. Wir 
hatten in der jiingsten Zeit die Gelegenheit, eine Reihe Pra- 
parate aus trypsin-erepsin-verdautem Fleische zu untersuchen, 
und haben gefunden, daf diese Priiparate ca. 6—12°/o peptid- 
gebundenen Stickstoffs enthalten. Es unterliegt wohl keinem 
Zweifel, dab so kleine Mengen sich mittels der von Abder- 
halden und seinen Mitarbeitern angewandten Methode nicht 
nachweisen lassen; erstens ist die quantitative Bestimmung 
der einzelnen Aminosiuren mit ziemlich grofen Fehlern be- 
haftet und zweitens findet sich in den vollstaéndig abgebauten 
Proteinen eine ziemlich bedeutende Menge unbekannter Stoffe. 























Uber quantitative Bestimmung von Peptidbindungen. ad 


Wenn man deshalb, wie Abderhalden und seine Mitarbeiter, 
zu Fiitterungsversuchen trypsin-erepsin-verdaute Proteine be- 
nutzt und aus den Versuchen Folgerungen in betreff der Be- 
deutung «total» abgebauter Proteine fiir den Stoffwechsel zieht, 
so ist dies nicht ganz berechtigt; wir miissen im Interesse 
der ganzen Forschung jedenfalls verlangen, tiber den Hydro- 
lysegrad der angewandten Proteine genau orientiert zu werden. 
Unserer Auffassung zufolge kann das nur durch Anwendung der 
Formoltitrierung geschehen, die sich in der oben angegebenen 
Weise verhaltnismaéfig leicht durchfiihren 1aBt. 








Uber die Bildung von Atherschwefelsdure aus Schwefelharnstoff. 
Von 
Dr. Niro Masuda aus Tokio. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Mai 1910.) 


Aus den von T. Sato!) angestellten Versuchen geht hervor, 
dali bei Tieren, speziell Kaninchen, die innerlich Phenol er- 
halten haben, durch orale bezw. subcutane Verabreichung ge- 
wisser schwefelhaltiger Verbindungen die Ausscheidung der 
Phenolschwefelsiure gesteigert werden kann, durch andere 
nicht. Zu den ersteren gehdrt das Cystin, der Sulfoharnstoff 
und der Schwefel selbst, wenn er in déuBerst fein verteilter 
Form, als sogenannter kolloidaler Schwefel («Sulfidal» des 
Handels aus der chemischen Fabrik v. Heyden in Dresden- 
Radebeul) verabreicht wird, zu den letzteren die Isathionsaure. 

Fiir die Tatsache der vermehrten Phenolschwefelsaure- 
ausscheidung liegen nun zwei Erklarungsmdglichkeiten vor. 
Entweder bewirkt das Kreisen des Phenols im Organismus eine 
Anderung der Zersetzungsvorgiinge nach der Richtung hin, dab 
Atherschwefelsaéure aus den genannten Kérpern entsteht, oder 
diese gehen unabhingig von kiinstlich zugefiihrtem Phenol in 
Atherschwefelsiiure iiber (wenigstens zum Teil). Eine solche 
Atherschwefelsiurebildung kann natiirlich nur eintreten, wenn 
der Organismus von seinen eigenen Umsetzungsvorgingen her, 
an sich, eine geniigende Quantitiéit des organischen Paarlings 
in sich beherbergt. Eine Entscheidung der aufgeworfenen Frage 
war also nicht unter allen Umstinden zu erwarten, es bestand 
nur die Moglichkeit einer Entscheidung. 

Auf Veranlassung von Professor E. Salkowski und unter 
seiner Leitung habe ich mich mit der Frage beschaftigt. Wir 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXUI, 8. 378 (1909). 
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ber die Bildung von Atherschwefelsiure aus Schwefelharnstoff. 29 
wiihlten zu den Versuchen Kaninchen, einerseits weil bei diesen 
ein grOBerer Gehalt an dem organischen Paarling vorauszu- 
setzen ist, als beim Hund, anderseits weil auch die vorher 
erwahnten «Phenolversuche» an Kaninchen angestellt waren. 
Als schwefelhaltige Substanz wihlten wir Sulfoharnstoff, weil 
bei einem Versuch, den Sato zur Ermittelung etwaiger Giftig- 
keit des Sulfoharnstofts angestellt hatte, eine Zahl erhalten worden 
war, welche auf die Vermehrung der Atherschwefelsiiure auch 
ohne Verabreichung von Phenol hinzuweisen schien. 

Die Versuche wurden einerseits bei einem schwefelreichen 
Futter angestellt — Weiikohl —, anderseits bei einem schwefel- 
und stickstoffarmen — Futterriiben. In letzterem Falle wurde 
nach dem Vorgange von (Magnus-Levy und) Epstein!) zur 
Erhédhung des kalorischen Wertes der Nahrung gleichzeitig 
Dextrin des Handels, in Wasser gelést, mit der Schlundsonde 
eingefiihrt, das die Tiere gut vertrugen. Der Schwefelharnstoff 
wurde wie in den Versuchen von Sato subcutan in wiisseriger 
Losung beigebracht. Der Harn wurde in 2tiigigen Perioden 
gesammelt, der Abschluf der Periode geschah durch Ausdriicken 
der Blase. 

Im Harn wurde der Stickstoff nach Kjeldahl bestimmt, 
ferner Gesamtschwefel (durch Schmelzen des eingedampften 
Harns mit Salpetermischung und 3maliges Abdampfen der 
Lisung der Schmelze mit je 100 ccm Salzsiure, Filtrieren, 
Fallung mit BaCl,), die Gesamtschwefelséure und die Ather- 
schwefelsiure. Durch Subtraktion der Gesamtschwefelsiure vom 
Gesamtschwefel ergibt sich der sogenannte neutrale Schwefel, 
durch Subtraktion der Atherschwefelsiiure von der Gesamt- 
schwefelsiure die priaformierte Schwefelsiiure oder Sulfat- 
schwefelsaure. 

Es wurden 2 Versuchsreichen angestellt. Die Tabellen J, Il 
und III enthalten die Zahlen der ersten Reihe. 

Der Schwefelharnstoff wurde gut vertragen, nur in der 
Periode 13—15 zeigte das Kaninchen wenig Freblust, sodaf 
in dieser Zeit nur 770 g Weifkohl aufgenommen wurde. Daf 





1) Biochem. Zeitschrift, Bd. XXIII, S. 250 (1910). 



































Tabelle I. 
2 ———EEEEEEE=E=EE=EE———————————————— EE | 
— ead Erhaltenes BaSO, 
. . schel-  * 

1909 in ccm] in g in g in g in g 
19.—21. XI. 600 g Weifkohl 0 1107 | 2,748 | 5,044 4,057 0,137 
21.--23. desgl. 0 860 | 2,855 | 4,899 3,891 0,156 
23.—25. > 0 1129 | 2,723 | 5,105 4,064 0,129 
25.27. > 0 1109 | 2,832 | 4,423 3,225 0,147 
3S 27.—29. > 0 1117 | 2,608] 5,076 4,280 0,140 
¢  29.—1. XID. > 0,5 g Schwefelharnstoff}| 1095 | 3,452] 6,021 3,276 0,192 
—, : 0 1026 | 3,104] 5,294 3,599 0,154 
= 3.—5. > 0 1167 | 2,514 5,177 3,846 0,0852 
¥ 5.—7. 0 1016 | 2,401 4,299 3,288 0,0834 
7.—9. , 0 1098 | 2,611 5,118 3,793 0,0845 
9.—11. » 0,5 g Schwefelharnstoff} 1055 | 3,741 6,972 3,782 0,192 
11.—13. . 0 1040 | 2,747 | 4,695 3,081 0,104 
13.—15. 385 g Weifkohl 0 1056 | 2,97 4.858 | 3,571 0,094 
15.—17. 600 > > 0 sts 100% | 2,999] 5381 | 3,960 | 0,105 
7.—19. 100g Ritben und 20¢ Dextrin 0 523 | 3,001 1,847 | 1,531 | 0,0528 
19.—21. desgl. 0 ai2 | 2417] 1418 | 0,980 0,0374 
= 21.—23. > 0.5 g Schwefelharnstoff 460 | 2,774 2775 0,634 0,0397 
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der Schwefelharnstoff resorbiert wurde, ergibt sich aus der 
edesmaligen Steigerung des Baryumsulfats aus Gesamtschwefel 
an den entsprechenden Tagen, die Form des Schwefels soll 
an der Hand der folgenden Tabellen besprochen werden. 


Tabelle II. 



































——— | 
SO, Petey! 
, Verhialtnis 
a b 
Datum als Sulfat-| als Ather- von Bemerkungen 
schwefel- | schwefel- 
sdure sdure b:a = 1 
1909 g g 
(9,—21. XI. 1,344 0,0470 28 
2{.—23./4. 1,281 0,0534 24 
93,.—25. 1,349 0,0442 30 
25,—27. 1,055 0,0504 21 
27,—29. 1,420 0,0470 29 
29,—1. XII. 1,058 0,0659 16 Sulfoharnstoff 
a 1,181 0,0529 22 
3, — od. 1,289 0,0292 44 
.—7, 1,099 0,0286 39 
7.—9. 1,272 0,0290 44 
).—11. 1,231 | 0,0659 19 Sulfoharnstoff 
11.—13. 1,021 0,0357 28 
13.—15. 1,192 0,0322 37 
15.—17. 1,322 0,0359 37 
17.—19. 0,507 | 0,0182 28 Riibenfiitterung 
19.—21. 0,323 0,0127 25 
21.—23, 0,203 0,0137 15 Sulfoharnstoff 














Durch die mitgeteilte Versuchsreihe ist zweifellos er- 
wiesen, daf& ein Teil des Schwefels des zugefiihrten Schwefel- 
harnstoffs die Form von Atherschwefelsiiure annimmt, denn es 
zeigt sich jedesmal nicht nur ein Absinken des Quotienten a/b, 
sondern auch eine absolute Zunahme der Zahl fiir SO, aus 
Atherschwefelsiure, welche auch noch auf die folgende Periode 
einwirkt. Im Mittel ist das Verhaltnis von b: a an den schwefel- 
harnstofffreien Tagen 1: 30,4, dagegen an den Schwefelharn- 
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stofftagen 1:16,7. Dabei ist zuungunsten der Rechnung auf 


den Umstand, daB die Wirkung des Schwefelharnstoffs sich 
auch noch auf die folgende Periode erstreckte, nicht Riicksich 
genommen. In Wirklichkeit wird man sagen konnen, daf die 
Quantitit der Atherschwefelsiure unter dem Einfluf des 
Schwefelharnstoffs auf das Doppelte gestiegen ist. 

Was die Frage betrifft, ob ein Teil des Schwefels des 
Sulfoharnstoffs als Sulfatschwefelsiiure ausgeschieden ist, so 
miissen wir hier die Tage der Fiitterung mit Kohl von denen 
der Fiitterung mit Riiben unterscheiden. In der ersten Reihe 
betrug die Quantitét der Sulfatschwefelséiure im Mittel an 24 
schwefelharnstofffreien Tagen 0,6175 SO,, an den 4 Schwefel- 
harnstofflagen 0,5725 SO, es liegt also kein Grund vor, eine 
Vermehrung der Sulfatschwefelsiiure anzunehmen. 

Tabelle IIL. 


























eres 4 Schwefelausscheidung 
Pam Ym Sea a A Seg” | Bemerkang 
© siiure siure | Schwefel 
1909 g g g | g 
19.21. XL] 0,693 | 0,5382 0,088 | 0,136 
21.—23. 0,674 | 0,5128 | 0,0214 | 0,139 
23.25. 0,703 | 0.5403 | 0,0177 | 0,148 
25.—27. 0,608 | 0,4226  0,0202 | 0,165 
27,—29. 0,698 | 0,5684 | 0,0192 | 0,109 
29.1. XII. |] 0,828 | 0,4234 | 0,0264 | 0,378 | Sulfoharnstot 
call, 0,727 | 0.4730 | 0,0212 | 0,234 
3.—5. 0,712 | 05164 | 00117 | 0,183 
had. 0591 | 04401 00115 | 0,139 
7.—9. 0,704 | 0,5093 00116 | 0,183 
9.—11. 0958 04929  0,0264 | 0,439 | Sulfoharnsto!l 
11.—13. 0,645 | 0,4088 | 00143 | 0,221 
13.—15. 0,668 | 0,4774 | 0,0129 | 0,177 
15.—17. 0.740 0.5293 0.0144 | 0,195 
17.—19. 0,254 0.2028 | 0,0073 | 0,0434 | Riibenfiitterung 
19.—21. 0,195 | 0,1295 | 0,0051 | 0,0602 
21.—23. 0381 | 0.0815 | 0,0055 | 0,294 | Sulfoharnstof 
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An den 6 Tagen der schwefelarmen Fiitterung zeigt sich 
ein fortdauerndes Sinken der Sulfatschwefelsiiure, das auch 
am letzten Tage vielleicht noch nicht einmal sein Ende er- 
reicht hat, augenscheinlich klingt der Einflu§ der friiheren Er- 
niihrung sehr langsam ab. Fir die Frage einer etwaigen Zu- 
nahme der Sulfatschwefelséiure ist dieser Teil der Versuchs- 
reihe nicht zu verwerten. 

Das jedesmalige Ansteigen des neutralen Schwefels nach 
der Zufithrung von Sulfoharnstoff zeigt, daB dieselbe zum gréBten 
Teil als solche ausgeschieden wird, wie schon Sato!) durch 
Reaktionen gezeigt hat. 

Zur Bestatigung der erhaltenen Resultate wurde nun noch 
eine — ktirzere — Versuchsreihe an einem anderen Kaninchen 
angestellt. | 


Tabelle IV. 





























_ Erhaltenes BaSO, 
- Ein- N-Aus-|—— dinennibiniinnnagicenna tena 
Fiitterung Harn- - aus aus aus 
Datum gesprital mouse sone!" | Gesamt-| Gesamt-| Ather- 
ro Tag dung |. ischwefel-|schwefel- 
, ° | pro Tag schwefell sure .| siure 
Jan. 1910 in ccm] in g in g in g in g 
6,—8. 0 798 | 0,589} 2,320 1,643 | 0,0545 
s.—10, | 200 s 0 740 | 0,701) 1,624 | 1,125 | 0,0532 
10.—12. | Riiben 0 600 | 0,617} 1,940 | 0,96 0,0336 
2 10,5 g Sulfo- 
12.—14. und cacediadl 614 | 1,312] 4,848 | 1,291 | 0.0694 
14.—16, 20 g 0 576 | 0,704] 2,396 | 1,716 | 0,0490 
16.—18. Dextri 0 847 | 0,765] 2,496 1,957 | 0,0423 
extrin 
18.—20. 0 890 | 0,829} 2,2280 | 1,139 | 0,0205 








Die Ergebnisse der zweiten Versuchsreihe stehen mit denen 
der ersten in Einklang, auf die Einzelheiten braucht deshalb 
nicht eingegangen zu werden. 


a ee 


1) 1]. c. und Biochem. Zeitschrift, Bd. XXIII, S. 45 (1910). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXVII. 3 





34 Niro Masuda, Uber die Bildung von Atherschwefelsaure. 

































































Tabelle V. 
SO, 
— — —__...4 Voreiiiinis 
Datu a b , ’ . 
“ als Sulfat- | als Ather- — Bemerkungen 
schwefelsiure schwefelsiure}] b:a = 1: 
Jan. 1910 g g 
6.—8. 0.5441 | 0,0189 28,7 
8.—10. 0,3697 0,0182 20,3 
10.—12. 0,3179 0,0117 27,1 
12.—14. 0.4192 0,0237 17,6 Sulfoharnstoff | 
14.—16. 0.5737 | 0,0168 34,1 | 
16.48. 06585 | 0,0144 45,7 
18.—20. 0.3842 | 0,0072 53,3 
Tabelle VI. 
—_————— 
Schwefelausscheidung 
Datum im jails Sulfat-/als Ather-) als neu- iaiiaaids 
wae | schwefel- | schwefel-| traler Bemerkungen ; 
Be | sadure siure | Schwefel 
Jan. 1910 g | g g g 
6.8. 0,3188 | 0,2184 | 0,0075 | 0,0929 
§.~- $0, 0,2232 | 0.1475 | 0,0073 | 0,0684 ; 
10.—12. 0,2668 | 0,1272 | 0,0046 | 0,1350 i 
12.—14. 0.6654 | 01678 | 0,0095 | 0,4881 | Sulfoharnstoff ' 
14.—16. 0,3296 | 0,2292 | 0,0067 | 0,0937 ; 
16.—18. 0),3432 0),2641 0,0058 0,0733 
18.—20. 0,3136 0,1540 0,0028 | 0,1568 
Zusammenfassung. 





Subcutan eingefiihrter Schwefelharnstoff vermehrt den neu- 
tralen Schwefel des Harns erheblich und ist als solcher im Harn 5 
nachweisbar, ein Teil erscheint als Atherschwefelsiure im Harn: é 
ob auferdem auch Vermehrung der Sulfatschwefelsaure eintritt, 
lift sich nach den vorliegenden Versuchen nicht entscheiden. 
Die im Eingang der Arbeit aufgeworfene Frage ist also dahin 
beantwortet, daB die Entstehung der Atherschwefelsiure aus 
den eingefiihrten schwefelhaltigen Verbindungen nicht erst durch 
die Zufuhr von Phenol von aufen angeregt ist. 
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Uber die synthetischen Homocholine. 
Von 


F. Malengreau und A. Lebailly. 


(Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Leuven.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Mai 1910.) 


Die Entdeckung des Neosins im Liebigs Fleischextrakt ') 
durch Kutscher und dann spiiter durch Kutscher und Acker- 
mann im Krabbenextrakt?) ftihrt zu der Ansicht, dafi es im 
Organismus neben den von einer Kohlenstoffkette C, sich ab- 
leitenden Basen eine Anzahl anderer homologer, einer Kette C, 
entsprechender Basen gibt. Durch den Mangel an genaueren 
Angaben iiber die Eigenschaften und Charaktere dieser KOrper 
wird deren Identifizierung oft erschwert. Es ist eine der 
synthetischen Chemie zukommende Aufgabe, die analytischen 
Untersuchungen zu erleichtern und deren Ergebnisse zu_be- 
stiitigen. Von diesem Gesichtspunkte aus wurden von uns die 
Homocholine, unter welche die neuen Forschungen von Kutscher 
und Ackermann®) das Neosin zu bringen suchen, einer er- 
neuten Untersuchung unterworfen. 





OH 
Unter der Formel des Homocholins C,H,7 
NN(CH,),0H 
sind 3 isomere Korper einbegriffen. 
H,C — OH «HC — N(CH,), - OH H,C — OH 
| | | 
CH, HC — HO HC — N(CH,),OH 
| | | 
H,C — N(CH,),0H CH, CH, 
I. Il. II. 
‘-Homocholin. 8-Homocholine. 
') Zeitschr. f. Unters. d. Nahrungs- u. Genufmittel, 1905, Bd. X, 5. 533. 


*) Ebenda, 1907, Bd. XIV, S. 690. 
3) Diese Zeitschrift, Bd. LVI, S. 220. 
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Soll die Synthese ') einer jeden von diesen Kombinationen 
mit Sicherheit ausgefitihrt werden, so mufi man solche Reak- 
tionen auswihlen, die vor intramolekularer Umlagerung mig- 
lichst geschiitzt sind. Die nach uns jeder Forderung am besten 
entsprechende Reaktion besteht darin, dafi man das Trimethyl- 
amin mit dem Monochlorhydrin des entsprechenden Glykols 
direkt vereinigt. 

I. Das der Formel | entsprechende y-Homocholin ist haupt- 
siichlich von Partheil') untersucht worden. Indem er eine Lé- 
sung von AgNO, mehrere Tage hindurch auf das durch Versetzen 
des Allyltrimethylammoniumiodid CH, = CH — CH, - N(CH,), - J 
mit HJ entstandene Produkt reagieren lat, erhalt er nach 
dem Abfiltrieren des gebildeten AgJ eine Lésung, die ihm ge- 
stattet, Platin- und Golddoppelsalze zu erhalten, deren Analyse- 
resultate der allgemeinen Homocholinformel C,H,,NO,  ent- 
sprechen. Beide Salze schmelzen je bei 162 und 195° Schon 
vor Partheil hatte Weiss?) mittels einer ahnlichen Reaktion 
ein identisches, bei 162° schmelzendes Goldsalz erhalten, in- 
dem er Ag,O mehrere Tage hindurch auf das Bromidpropyl- 
trimethylammoniumchlorid CH,Br — CH, — CH,N(CH,),Cl rea- 
gieren lief. 

Diese Salze besitzen ganz andere Eigenschaften als die- 
jenigen eines ~-Homocholins, welches von uns durch Verbindung 
des Trimethylamins mit dem  Trimethylenmonochlorhydrin 
CH,Cl — CH, — CH,OH erhalten wurde. Das unter solchen 
Bedingungen gewonnene Goldsalz schmilzt bei 183° (korr.), 
und das durch seine Krystallisierung in feinen, seidenartigen 
Nadeln charakterisierte Platinsalz schmilzt unter Zersetzung 
bei 227—228° (korr.). Die Synthese jener Salze laBt keinen 
Zweifel iiber ihre Struktur zu, und da das y-Homocholin nur 
in einer einzigen Form existieren kann, so muf man wohl an- 
nehmen, dafi die langdauernde und energische, von Weiss 
und Partheil angewandte Reaktion von Nebenreaktionen be- 
gleitet wird, welche die molekulare Struktur der gegeniiber- 
stehenden Korper verandern. Partheil hatte tibrigens, indem 


) Liebigs Annalen, Bd. CCLXVIII, S. 152. 
*) Zeitschrift f. Naturw. 
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er eine dihnliche Methode anwendete, ein bei 180° schmelzendes 
Goldsalz erhalten. Er erwahnt dasselbe nur fliichtig und hat 
das Homocholin, von welchem es sich ableitet, nicht untersucht. 

I]. Es sind zweierlei B-Homocholine von der Konstitution 
eines Oxypropyltrimethylammoniumhydrats méglich, je nachdem 
ein primarer oder sekundirer Alkohol der Formel zugrunde 
liegt. Die der Formel II entsprechende Form ist unseres 
Wissens noch nicht erhalten worden. Dieser Kirper hat eine 
srofe Ahnlichkeit mit dem y-Homocholin und gibt ein bei 
195—196° (korr.) schmelzendes Goldsalz und ein durch seine 
Krystallform (regelmafige Oktaeder) charakterisiertes und bei 
248° (korr.) unter Zersetzung schmelzendes Platindoppelsalz. 

Die zweite Form des B-Homocholins (Formel III) ist von 
Morley?) dargestellt worden, welcher von einem durch Ein- 
wirkung von HCI auf das Propylenglykol CH, —CH,OH — CH,OH 
gewonnenen Monochlorhydrin ausging. 


+-Homocholine. 
1-3-Oxypropyltrimethylammoniumchlorhydrat. 
Es entsteht dieser Kérper aus der Verbindung des Tri- 
methylamins mit dem Trimethylenchlorhydrin im zugeschmolzenen 
Rohr bei 100°. 


LC] 
: (Cc ‘ if CH, 
H,C — Cl} N(CH); H,C iene an 
| | eo, 
CH, + — cH, CH 
| | 


Das Trimethylenchlorhydrin wurde von uns nach beiden 
Methoden dargestellt. Bei der einen lift man 2 Molekiile 
Kaliumacetat auf ein Molekiil Trimethylenchlorobromid bei 
Gegenwart von Eisessig einwirken. So erhalt man das Diacetat, 
welches nach der Henryschen Methode durch Verseifen mit 
2,5°}9 HCl-haltigen Methylalkohol in das Trimethylenglykol 
ubergefiihrt wird. 

Dasselbe wird mit gasfOrmiger Salzsiiure gesiittigt und 
im eingeschmolzenen Rohr im Wasserbade erwiirmt. Man er- 


') Comptes Rendus de l’Académie des Sciences, Bd. XCI. 
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halt ein Gemisch von bei 119° siedendem Dichlorhydrin und 
von bei 160° siedendem Monochlorhydrin, die man durch 
fraktionierte Destillation leicht trennt. 

Weit vorteilhaftere Ausbeuten gab uns die andere Methode, 
welche darin besteht, da®B man nur ein Molekiil Kaliumacetat 
auf ein Molekiil Trimethylenchlorobromid reagieren laéBt. So 
erhiilt man neben dem nicht angegriffenen Chlorobromid und 
dem gebildeten Diacetat hauptsichlich das Acetat des Tri- 
methylenchlorids. Dieses, wie oben verseifte Acetat gibt sofort 
das bei 160° siedende Trimethylenchlorhydrin. 

Das von uns verwendete Trimethylamin wurde durch Ver- 
wandlung in Tetramethylammoniumbromid und dann in Tetra- 
methylammoniumhydroxyd gereinigt. 


\NN(CH,),Cl. 

7g Trimethylenchlorhydrin werden mit 15g einer 33°/oigen 
Trimethylaminalkohollésung im Rohr eingeschlossen und sechs 
Stunden auf 100° erwarmt. Nach erfolgter Abkihlung ist der 
grobere Teil der Roéhre mit dicken, prismatischen, farblosen 
Krystallen erfiillt. La®t man nach dem Offnen des Rohres und 
Verdunsten des iiberschiissigen Trimethylamins die konzentrierte 
Homocholinalkohollésung stark abkiihlen, so bilden sich bald 
zahlreiche Krystalle. 

Das +-Homocholinchlorhydrat bildet groRere, farblose, pris- 
matische, zerfliejbare Krystalle. Es ist in Wasser und Alkohol 
sehr leicht l6slich. Aus der Alkoholl6sung wird es durch 
Sublimat gefiillt. 

Zur Reinigung wurde aus absolutem Alkohol umkrystalli- 
siert und im Vakuum iiber Schwefelséure getrocknet. Beim 
Trocknen bei 90° verliert die Substanz kein Wasser. 

0.1514 g Substanz gaben 0,1200 g AgCl, 


t-Homocholinchlorhydrat C, 


01165 » > > 0.1993 » CO, und 0,1124 g H,0. 
0.2462 » > > 19,8 ccm N bei B. = 770 mm und T. = 15°. 
Berechnet fiir C,H,,NOCI: Gefunden: 
C 46,90 %/o 46,62 %/o 
H 10,42 %/o 10,72 °j0 
N 9,12 %o 9,46 °/o 


C1 23,13 %o 22.80) %Jo 





ad 
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Digeriert man eine Lésung von y-Homocholinchlorhydrat 
mit frisch gefalltem Silberoxyd, so bleibt nach dem Verdunsten 
ein stark alkalinischer Sirup, welcher tiber Natronkalk getrocknet 
nach und nach krystallisiert. Das so erhaltene Homocholin 
ist unter der Einwirkung der Wirme unbestindig und es zer- 
setzt sich in Trimethylamin in das entsprechende Glykol. 


t-Homocholingoldchlorid C,H,{[OH]N(CH,),Cl - AuC],. 

Wenn man einer +-Homocholinchlorhydratlésung eine 
10°/oige wisserige LOsung von AuCl hinzusetzt, so erhalt man 
einen reingelben, reichlichen, in kaltem Wasser unloslichen, 
in erwarmtem Wasser aber vollstiandig léslichen Niederschlag. 
Durch Abkiihlung bilden sich kleine, glanzende, blittchenformige 
Krystalle, die sich in Alkohol sehr leicht aufldsen. Die Ver- 
bindung schmilzt bei 183° (korr.) zu einer roten Fliissigkeit 
ohne sich zu zersetzen. Bei 100° verliert die Substanz kein 
Wasser. Fir die Analyse wurde sie aus Wasser zweimal um- 


geldst und bei 100° getrocknet. 
0,0949 g Substanz gaben 0,0407 g Au. 


0.1641 » > >» 0.0706 > » 
Berechnet: Gefunden: 
43,02 °/o 42.88 °/o 

“se 43,02 °/o 


Zweifellos entspricht dieses Doppelsalz dem von Partheil 
auf demselben Wege erhaltenen, deren Schmelzpunkt er bei 
180° angibt. 

t-Homocholinplatinchlorid [OH - CH,H, - N(CH,),PtCl,. 

Das Platindoppelsalz bildet sich in reichlicher Menge, 
wenn man einer alkoholischen Homocholinlésung eine 10°/oige 
alkoholische Lésung von PtCl, hinzusetzt. Der Niederschlag ist in 
absolutem Alkohol ganz unléslich, in Wasser aber léslich. Er 
krystallisiert aus heifem Alkohol (85°) auf eine charakteristische 
Weise in feinen, langen, seidenartigen, orangegelben Nadeln. 

Er schmilzt unter Zersetzung bei 227—228° (korr.). 

0.0754 g bei 100° getrockneter Substanz gaben 0,0226 Pt. 


0.2340 » » 100° > > >» 0.0705 » 
Berechnet: Gefunden: 
30,28 °/o 29,97 %o 


— 30,12 °/o 
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8-Homocholine. 
1-2-Oxypropyltrimethylammoniumchlorhydrat. 
Diese Base existiert in zwei verschiedenen Formen, je 
nach der Stellung der Hydroxyl- und der Amingruppe. 


H,C — N(CH,),C1 H,C — OH 
| | 
CH — OH CH — N(CH,),C1 
| | 
CH, CH. 
1. 2 


Die der Formel 1 entsprechende Substanz erhilt man, 
indem man von dem Propylenchlorhydrin ausgeht, welches durch 
Versetzen des Allylchlorids mit konzentrierter Schwefelsiéure 
bequem dargestellt wird. Der unter solchen Bedingungen ge- 
wonnene Schwefelsiiureester 

CH,Cl 


| 
CH-HSO, 


| 
CH, 


zersetzt sich beim Sieden in Wasser und gibt dann das ent- 
sprechende, bei 128° siedende Propylenchlorhydrin. 

7 g Propylenchlorhydrin werden mit 20 g einer 33°/oigen 
alkoholischen Lésung von Trimethylamin im Rohr eingeschlossen 
und 6 Stunden lang auf 100° erwiirmt. Nach erfolgter Ab- 
kiihlung ist die Masse fliissig geblieben und hat eine sehr leichte 
Fiirbung angenommen. Nach dem Offnen des Rohres verdunstet 
man die Fliissigkeit; beim Abkthlen bilden sich schdne pris- 
matische, rautenfOrmige Krystalle, die den unter denselben 
Bedingungen aus dem y-Homocholinchlorhydrat gebildeten Kry- 
stallen sehr iihnlich, aber leichter zerflieSbar sind. 

In Ather sind sie unlislich, in Wasser und Alkohol sehr 
leicht léslich. Sie krystallisieren ohne Wasser. 

0.1751 g Substanz gaben 0,1630 g AgCl. 


0.1128 » > »  0,1077 » H,O und 0,1924 g CO,. 
0),2324 » > haben 14,6 cem H,5Q, "/1o neutralisiert (Kjeldahl). 
Berechnet fiir C,H,,NOCI: Gefunden: 
C = 46,90%o 46,54 ° 9 
H = 10,42 °%o 10,61 °/o 
N = 9,12 %o 8,80 °o 


Cl = 23,13 2/0 23.02% 4 
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Wenn man dieses 8-Homocholinchlorhydrat mit frisch ge- 
(alltem Silberoxyd digeriert, verbleibt nach erfolgtem Verdampfen 
eine sirupartige, stark alkalinische Masse, welche keine Neigung 
zum Krystallisieren zeigt. Durch Zersetzen unter der Einwirkung 
der Warme entwickelt sich zuerst Trimethylamin und dann 
das entsprechende Glykol bei 170—180°. 


8-Homocholingoldchlorid 
(CH, - CH,(OH) - CH,N(CH,),|AuC],. 

Dieses Doppelsalz wird unter denselben Bedingungen ge- 
bildet, wie dasjenige des +-Homocholins. Es ist leicht léslich 
in Alkohol, unléslich in kaltem Wasser, lost sich aber voll- 
stiindig wieder auf, wenn man die LOsung erwirmt; dann kry- 
stallisiert es durch Abkiihlung in kleinen, glanzenden, schdnen, 
goldgelben Blittchen um. Dieses Salz krystallisiert ohne Wasser, 
schmilzt ohne Zersetzung bei 195—196° (korr.). 

0,3560 g bei 100° getrockneter Substanz gaben 0.1530 ge Au. 

Berechnet fiir C,H,,NOAuCI,: Gefunden: 

43,02 °/o 42,97 %o. 

8-Homocholinplatinchlorid 
(CH, - CH - OH - CH,N(CH,),|,PtCl, 

wird gebildet, wenn man einer alkoholischen Homocholinlosung 
eine 10°/oige alkoholische Platinchloridlésung hinzusetzt. Etwas 
weniger ldslich als das entsprechende ‘-Homocholinsalz lost 
es sich doch in Wasser vollstiindig auf. Es krystallisiert aus 

7)°igem Alkohol in kleinen regelmiibigen Oktaedern. 

Es schmilzt mit Zersetzung bei 248° (korr.). 

0,2640 g bei 100° getrockneter Substanz gaben 0.0790 ¢ Pt. 

Berechnet fiir C,,H,,N,O,PtCl,: Gefunden: 
30,28 °/o 30,14 0. 


Die Krystalle der Platindoppelsalze des Homocholins sind 
in beiden Fiillen sehr eigenartig, gleichviel ob es sich um yf- 
oder B-Homocholin handelt, und es liéBt sich die fragliche Base 
leicht erkennen. Beide scheiden sich beim freiwilligen Ver- 
dunsten ihrer Lésung in grofen, sehr charakteristischen Kry- 
stallen aus und zwar in einem Falle in langen, seidengliinzenden 
biischelf6rmigen Nadeln, im andern Falle in dicken, orange- 
gelben, regelmiifigen Oktaedern. 











Analyse der Punktionsflissigkeit in einem Falle von 
traumatischem Chylothorax. 
Von 


Hans Buchtala. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institute in Graz.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Mai 1910.) 


Der Umstand, dafi sich in der Literatur nur eine geringe 
Zahl von Analysen des menschlichen Chylus vorfindet, mag 
die Ver6ffentlichung der vorliegenden Resultate rechtfertigen. 
Das Untersuchungsmaterial, das ich der Freundlichkeit des 
Herrn Dr. Slajmer, Primarius am Krankenhause in Laibach, 
verdanke, stammt von einem Manne, der iiberfahren worden 
ist, wobei er einen Bruch des linken Schliisselbeines erlitt. 
Bald darauf stellte sich Atemnot und eine starke Dampfung 
iiber der linken Brusthilfte ein. Durch Punktion wurde un- 
gefiihr ein halber Liter einer milchigen Fliissigkeit entleert, 
eine zwei Tage spiter erfolgte Punktion forderte nichts mehr zu- 
tage. Die Nahrung des Patienten bestand vorwiegend aus Milch. 

Die untersuchte Fliissigkeit zeigte ein gelblichweifes, 
milchiges Aussehen, reagierte alkalisch und hatte das spezifische 
Gewicht 1017. Unter dem Mikroskope konnte man an geformten 
Elementen nur kleine, staubformige Teilchen beobachten. Mit 
Ather geschiittelt, wurde die Fliissigkeit farblos, durchsichtig; 
die Kiigelchen bestanden sonach aus Fett. Die klare Loésung 
zeigte sehr schén die Biuretreaktion. Zucker und Peptone 
konnten nicht nachgewiesen werden. Auf Zusatz von kon- 
zentrierter Schwefelsiiure nahm die urspriingliche Flissigkeit 
eine rote Firbung an, die allmihlich in eine violette tiberging. 
Mit zweimal je 10 cem der Fliissigkeit wurde eine Fettbestim- 
mung mit dem Gerberschen Laktobutyrometer vorgenommen, 
die nach sehr gut tibereinstimmenden Resultaten einen Gehalt 
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von 2,5°/o ergab, also beinahe einen Wert, wie er einer Mager- 
milch zukommt. Zur Bestimmung der festen Stoffe wurden 
15 cem der Fliissigkeit eingedampft und bei 110° bis zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknet. Der Riickstand wog 1,299 g, was 
einem Gehalt von 8,66 g Trockensubstanz in 100 cem Chylus- 
liissigkeit gleichkommt. Der Aschegehalt der verbrannten Sub- 
stanz betriigt auf 100 ccm berechnet 0,95 g. 

Die Menge der stickstoffhaltigen Bestandteile wurde in 
zweimal je 5 cem nach Kjeldahls Methode bestimmt, wobei 
iibereinstimmend je 26,8 ccm ®/10-Salzsiure zur Bindung des 
Ammoniaks gebraucht wurden, entsprechend einem Stickstoff- 
gehalt von 0,7504 g in 100 ccm Fliissigkeit. Die daraus be- 
rechnete Eiweiimenge betrigt sonach 4,69 g fiir 100 ccm, ein 
Wert, der von dem spater direkt gefundenen (4,86 g) nicht 
erheblich abweicht. 

Um das Mengenverhiltnis der organischen und unorga- 
nischen Substanzen zu ermitteln, wurden 50 ccm der Fliissig- 
keit mit 200 ccm konzentrierten Alkohols versetzt, der ent- 
standene Niederschlag nach zweitiigigem Stehen mit heifem 
Alkohol, Atheralkohol und schlieBlich mit heiem Wasser aus- 
gewaschen. Das wisserigalkoholische Filtrat wurde verdunstet 
und der Riickstand mit dem alkoholisch-itherischen Auszuge 
innig verrieben, die LOsung nach dem Absitzen filtriert und 
wiederholt mit absolutem Alkohol und Ather gewaschen. Der 
nun verbleibende Riickstand wurde mit dem heilfien Waschwasser 
vom ersten Niederschlage verrieben und auf einem Filter mit 
Wasser sorgfaltig ausgewaschen. 

Die erhaltenen Proteinstoffe wurden bis zur Gewichts- 
konstanz getrocknet, ihre Menge betrug 2,43 g, mit einem 
Aschegehalt von 0,0971 g. 

Der alkoholisch-iitherische Auszug wurde zuerst vorsichtig 
auf dem Wasserbade, schlieBlich im Vakuum iiber Schwefel- 
siiure verdunstet und der Riickstand mit Ather extrahiert. Aus 
dem noch verbleibenden Riickstand, im Gewichte von 0,3121 g, 
der stark seifenhaltig war, konnten 0,0925 g freier Fettsiuren 
gewonnen werden, die eine schéne weilie Farbe hatten und 
einen Schmelzpunkt von 43° zeigten. 
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Aus dem Atherextrakt, der ein Trockengewicht von 
1,147 g besab, wurden 0,13 g Cholesterin isoliert. Phosphor- 
haltige Stoffe konnte man nicht nachweisen. 

Der wiisserige Auszug von 100 ccm Chylusfliissigkeit, 
welcher alle léslichen Salze enthalt, ergab einen Gliihriickstand 
von 0,653 g. Seine Analyse fiihrte zu folgenden Werten: 


(atl ...s«» Oe @ 
Bid wn so Oe OS 
CA. +s + s » ee 
mE. «so + « CEOS 
Pou, «+ + + » See 
SO, ....« GOs. 


Die Menge der unorganischen Bestandteile verteilt sich 
auf die verschiedenen Aschenriickstiinde wie folgt: 


Asche der durch Alkohol gefallten Proteinstoffe . . 0,1942 g 
Asche des wiisserigen Auszuges ........ 0,693 g 
Asche des Alkohol-Atherauszuges. . .... . . 0,0992¢ 

Die Gesamtmenge der unorganischen Bestandteile in 
100 cem Chylus ergibt sich sonach mit 0,9464 g. 

Zum Vergleiche seien hier einige Analysen chyloser 
Fliissigkeiten angefihrt. 

No. 1, von Owen Rees am Chylus eines Hingerichteten. 
(Hoppe-Seyler, Physiol. Chem. 8. 595.) 

No. 2, von Hoppe-Seyler in einem Falle von Ruptur 
des Ductus thoracicus. (Kbendas. 5S. 597.) 

No. 3, von Salkowski. (Deutsche mediz. Wochenschrift 
1899, 401-—403.) 

No. 4, von Vogt bei rechtsseitigem Chylothorax. (Zeit- 
schrift f. klin. Mediz. 46, 123—134.) Ref. 

No. 5, Zusammenstellung der in dieser Arbeit gefundenen 
Werte. 

Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, weicht die neueste 
Analyse (No.5) eines menschlichen Chylus von den tibrigen 
durch einen bedeutend héheren Wert an Fett, beziehungsweise 
Atherextrakt, ab. Auch der Gehalt an Salzen ist darin um 


ein Betriichtliches erhodht. 
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Nr. 1 |Nr. 2; Nr. 3 | Nr. 4) Nr. 5 





Wasser. ...... | 90,48 |94,07 | 9432 | 91,64 91,34 








| 
| 
| 
Feste Stoffe...../] 9,52 | 5.93 | 5,68 | 8,36 8,66 
a —E - = — - ——E 
Eiweif . 7,08 | 3,67 | 2891) | 614 4,86 
| | 
; | ao | ~ | (2,5) 
tt oe eee ee. | 092 | 0,72] 193 | — 
ett | | 0,7 1,23 nach Gerber 
ili escens. «| we KORE oe bom | 
. 108 | 1 O82 | 45 
rex i a : — | a 45 2.0: 
Atherextrakt org. Stoffe| org. Stoffe: ; | as 
. | | rr -)6h 6a ‘ 
Cholesterm .... «| _— | 0,13 | O17 0,26 
| | Asche | 
Wasserextrakt. ... | — | 006; — 0,16 0,653 
Alkoholextrakt. .../ — | 036/ — | 042) 0,62 





') Aus dem Stickstoffgehalte berechnet. 








Uber die in den Pflanzen vorkommenden Betaine. 


Von 
E. Schulze und G. Trier. 





(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium des Polytechnikums in Zirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. Mai 1910.) 


In den Pflanzen findet man neben Cholin und neben 
stickstoffhaltigen Stoffen, die man fiir primaére und sekundire 
Produkte des Abbaues der Proteine erkliren kann, nicht selten 
zwei Stickstoffverbindungen, deren Entstehung und deren physio- 
logische Bedeutung noch nicht gentigend aufgeklaért worden 
sind, niimlich das Betain, C,H,,NO,, und das Trigonellin 
C,H,NO,; ihnen schlieft sich das Stachydrin C,H,,NO, an, 
welches bis jetzt zwar nur in zwei Pflanzen nachgewiesen 
wurde, vielleicht aber doch eine gréfere Verbreitung besitzt. 
Man kann diese drei KOrper zusammen als «Betaine» be- 
zeichnen; denn das Trigonellin ist bekanntlich das Methylbetain 
der Nikotinsaéiure, wahrend das Stachydrin das Methylbetain 
der Hygrinsiure ist (der Beweis dafiir wird in der nachfolgenden 
Abhandlung gegeben). Im chemischen Verhalten sind diese drei 
Stoffe einander sehr iihnlich. Sie sind leicht léslich in Wasser, 
auch in Alkohol lésen sie sich; die Losungen reagieren neutral. 
Mit Séuren verbinden sie sich zu gut krystallisierenden, sauer 
reagierenden Salzen; mit Goldchlorid und Merkurichlorid geben 
sie krystallinische Doppelsalze, die in kaltem Wasser schwer 
léslich sind. Auch im Verhalten gegen die sogenannten Alkaloid- 
reagenzien zeigen sie Ubereinstimmung. Bemerkenswert sind 
insbesondere die Reaktionen mit Kaliumquecksilberjodid und 
Kaliumtrijodid. Durch diese beiden Reagenzien werden sie 
nur in saurer, nicht in alkalischer Lésung gefiillt. Mit Kalium- 
quecksilberjodid geben sie Niederschlige, die im iiberschiissigen 
Reagens sich lésen; reibt man die Wandung des Gefafes mit 
einem Glasstab, so scheiden sich, falls die Versuchsbedingungen 
richtig getroffen sind, aus der Lésung feine gelbe Krystalle 














PORE 


oe ‘ ; : as 
Uber die in den Pflanzen vorkommenden Betaine. 4 / 


aus. Die Betaine sind gleichzeitig quaternire Ammoniumbasen 
und Carbonsiéuren. Man nimmt an, daB im Molekiil der freien 
Verbindungen eine gegenseitige Absattigung der sauren und 
basischen Komponenten stattfindet, und formuliert die diesen 
Verbindungen gemeinsame Gruppe in folgender Weise: 


I 
R—C=0 

oe 

puns 


Da indessen alle drei Verbindungen auch je ein Molekiil 
Wasser enthalten, so ist fiir die krystallisierten freien Betaine 
die folgende Formulierung vorzuziehen: 


II. 
R—C=-O 
-N — OH 


ff 
Ob aufer den oben genannten drei «wahren Betainen» 


sich noch andere ihnen gleichzustellende Verbindungen in den 
Pflanzen vorfinden, ist bis jetzt nicht mit Sicherheit ermittelt;!) 
doch muf es fiir nicht unwahrscheinlich erklart werden. Auch 
wird man kaum irren, wenn man annimmt, daf das Vorkommen 


jener drei Betaine sich nicht auf diejenigen Pflanzen beschrinkt, 


in denen sie bisher nachgewiesen worden sind. Es mub 


') Man pflegt heute alle Verbindungen als «Betaine» zu bezeichnen, 
in welchen man die unter I. angefiihrte Anhydridbildung zwischen Am- 
monium- und Carboxylgruppe annimmt. So wird z. B. auch die bei der 
Oxydation des Cotarnins schon von Woéhler (Wéhler, Annalen der 
Chemie, Bd. L, 8S. 24. — Von Gerichten, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
Bd. XII, S. 1635. — Annalen d. Chemie, Bd. CCX, S. 79. — Roser, 
Annalen d. Chemie, Bd. CCXXXIV, S. 116. — Kirpal, Wiener Monats- 
hefte f. Chemie, Bd. XXIV, S. 519) erhaltene Apophyllensiure hin und 
wieder als ein «Betain»> bezeichnet (Methylbetain der Cinchomeronsaure). 

Von natiirlich vorkommenden Alkaloiden hatte man friiher, sehr 
mit Unrecht, auch das Pilocarpin in diese Gruppe eingereiht. (Hardy 
und Calmels, Compt. rend., Bd. CII, S. 1116, 1251, 1562; Bd. CII, 
5S. 277; Bd. CV, S. 68. — Jowett, Proceed. Chem. Society, Bd. XXI, 
5S. 172. — Pinner, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XX XVIII, 5S. 2560.) 

Ferner werden auch Chrysanthemin (Marino-Zucco, Atti d. R. 
Accad. d. Lincei, Bd. IV, S. 247) und Damascenin (Keller, Archiv der 
Pharmazie, Bd. CCXLVI, S. 1) als Betaine bezeichnet, wiewohl tiber die 
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ferner fiir moOglich erkliirt werden, dafi in manchen Pflanzen 
zwei oder mehrere Betaine neben einander sich vorfinden. 
Allerdings war bis jetzt kein solcher Fall bekannt; in der nach- 
folgenden Abhandlung bringen wir aber den Beweis dafiir, dai 
in den Stachysknollen neben Stachydrin auch Trigonellin, 
freilich nur in sehr kleiner Menge, enthalten ist. Man wird zu 
priifen haben, ob nicht auch noch in anderen Objekten ein 
Betain von einer kleinen Quantitit eines zweiten begleitet wird. 
Falls die Priifung positive Resultate liefert, so wiirde dies fiir 
die Betrachtungen tiber die Entstehung der Betaine in den 
Pflanzen von Interesse sein. 

Zu den Aufgaben, die bei Fortfiihrung der Untersuchungen 
liber die pflanzlichen Betaine noch zu lOsen sind, gehort also 
nach unserer Ansicht die Entscheidung der Frage, ob nicht 
diese Stickstoffverbindungen in den Pflanzen in weit groBerer 
Verbreitung vorkommen, als man bisher angenommen hat. Bei 
dieser Sachlage ist es aber von Interesse, nach den Mitteln 
zu fragen, die man zur Darstellung der genannten Pflanzen- 
bestandteile, zu ihrer Trennung und zu ihrer Identifizierung 
zur Verfiigung hat. Ehe wir auf diesen Gegenstand eingehen, 
wollen wir aber die Frage erértern, welche physiologische 
Bedeutung die Betaine fiir die Pflanzen haben. Die Kenntnisse, 
die wir zurzeit besitzen, geniigen nicht zur sicheren Beant- 
wortung dieser Frage; aber wir kénnen doch wenigstens be- 
haupten, daf die genannten Stoffe im pflanzlichen Stoffwechsel 
ein anderes Verhalten zeigen, als das Asparagin, das Gluta- 
min und die beim Abbau der Proteine entstehenden Mono- 
und Diaminosiiuren. Diese Stoffe bilden sich regelmabig wahrend 
der Keimung der Samen, verschwinden aber spiiter aus den 
Pflanzen entweder vollstiindig oder bis auf einen geringen Rest, 
da sie zur Neubildung von Proteinen verwendet werden; das 
Konstitution des ersteren noch keine geniigend begriindete Ansicht aus- 
gesprochen werden kann, wiihrend das letztere als sekundire Base iiber- 
haupt hier nicht in Betracht kommt. 

Betain, Stachydrin und Trigonellin unterscheiden sich tibrigens 
von diesen, wie auch den anderen Alkaloiden wesentlich, nicht nvr 
durch ihre physikalischen, chemischen und physiologischen Eigenschaften, 
sondern auch durch ihre Verbreitung in Pflanzen verschiedener Familien. 
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gleiche Schicksal haben sie in den reifenden Samen, denen 
sie als Material fiir die Proteinbildung aus anderen Pflanzen- 
teilen zugefiihrt werden. Ein “gleiches Verhalten der Betaine 
ist bis jetzt in keinem Falle nachgewiesen worden. Es sei 
z. B. darauf hingewiesen, dafs bei Vicia sativa das Betain nicht 
nur in den Samen und in den Keimpflanzen, sondern auch in 
sechs- und neunwochentlichen grtinen Pflanzen gefunden wurde!) 
und daf das Trigonellin bei Pisum sativum und Phaseolus 
vulgaris nicht nur in den Samenhiilsen und den unreifen Samen- 
kirnern, sondern auch in den ausgereiften Samen zu finden 
ist.2) Allerdings fehlen bei diesen Objekten noch Bestimmungen, 
die es gestatten, die in verschiedenen Entwicklungsstadien vor- 
handenen Quantitiiten der Betaine miteinander zu vergleichen. 

Die Betaine scheinen also, nach ihrer Entstehung in den 
Pflanzen, zuniichst dem Stoffwechsel entzogen zu sein; wir 
wiirden sie demgemiifi als indifferente, wenig reaktionsfihige 
Substanzen anzusehen haben. Mit dieser Anschauung scheint 
auch das Verhalten der Betaine im Tierkdrper,*) sowie die 
Tatsache, daB das Betain (C;H,,NO,) den Hefezellen nicht als 
stickstoffhaltige Nahrung dienen kann,‘) in Ubereinstimmung 
zu stehen. 

Welchen Zweck hat aber die Bildung der Betaine in den 
Pflanzen? Bei Diskussion dieser Frage ist zunachst daran zu 
erinnern, dafi durch das Vorhandensein bitter schmeckender 
und giftiger Alkaloide Pflanzen oder Pflanzenteile gegen die 
Angriffe von Insekten oder von anderen Tieren geschiitzt 
werden kénnen; diesem Zwecke vermégen aber die Betaine 





') E. Schulze, Zur Kenntnis der stickstoffhaltigen Bestandteile 
junger, griiner Pflanzen von Vicia sativa (Landw. Versuchsstationen, 
Bd. XLVI, S. 383. 

2) Wir verweisen auf die Abhandlung vonE. Schulze und E. Winte r- 
stein, Diese Zeitschrift, Bd. LXV, S. 431. 

5) Es ist nachgewiesen, daf das in den Tierkoérper eingefiihrte Betain 
wenigstens partiell im Harn unverindert ausgeschieden wird. Daf dies 
auch fiir das Stachydrin gilt, ist aus den in der nachfolgenden Abhand- 
lung gemachten Angaben zu ersehen. 

‘) Stanék und O. MiSkovsky, Zeitschrift f. ges. Brauwesen, 
Bd. XXX, S. 566, 1907. 
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nicht zu dienen, da sie nicht bitter schmecken und _ nicht 
giftig sind. Wir halten es fiir nicht unwahrscheinlich, daf 
die Betaine «Abfallstoffe» sind, d. h. Nebenprodukte des Stoff- 
wechsels, die an den physiologischen Vorgingen sich nicht 
mehr beteiligen. Zu dieser Anschauung scheinen auch die 
Vorstellungen zu fiihren, die man tiber die Enstehungsweise 
der Betaine sich machen kann. Was zuniachst das Stachydrin 
oder Methylbetain der Hygrinséure betrifft, so steht dasselbe 
in sehr naher Beziehung zu dem beim Abbau der Eiweifstoffe 
stets auftretenden Prolin (Pyrrolidin-a-Carbonsiéure); denn 
bekanntlich ist die Hygrinsaure nichts anderes als Methylprolin. 
Durch vollstaéndige Methylierung am Stickstoff geht das Prolin 
in Stachydrin tiber. Es ist nun denkbar, daB die Pflanze, falls 
sie mehr Prolin zur Verfiigung hat, als fiir die Proteinbildung 
und andere Synthesen erforderlich ist, den UberschuB in das 
indifferente Stachydrin tiberfiihrt, durch dessen Vorhandensein 
andere physiologische Vorginge ohne Zweifel nicht gestort 
werden. Was zweitens das Betain betrifft, so hat man wohl 
angenommen, daf} dieser Kérper durch Oxydation des Cholins 
sich bilde. Ebenso berechtigt ist es aber, die beim Abbau 
der Eiweifbstoffe entstehende Aminoessigsiure als die Mutter- 
substanz des Betains anzusehen; es muf fiir moglich erklirt 
werden, dafi in der Pflanze ein fiir die Proteinbildung nicht 
mehr verwendbarer Uberschu8 an Aminoessigsiure durch voll- 
stiindige Methylierung in Betain tibergefiihrt wird.!) Was end- 
lich das Trigonellin betrifft, so ist seine Verwandtschaft mit 
ree ') Die Entstehung der Betaine in den Pflanzen wiirde demnach 
durch Ursachen bedingt sein, wie sie wahrscheinlich auch der Bildung 
derjenigen Pflanzenbasen, die man als «Alkaloide im engeren Sinne>» be- 
zeichnet, zugrunde liegen. Wir verweisen auf die von A. Pictet und 
G. Court (Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XL, S. 3771) tiber die Alkaloid- 
bildung ausgesprochenen Anschauungen. Die genannten Autoren nehmen 
an, dafi die Verwendung gewisser Atomkomplexe zur Synthese von 
Alkaloiden fiir die Pflanzen eine «Entgiftung» bedeutet, und weisen dabei 
auf Vorgiinge im TierkOrper hin, die ahnlich aufzufassen sind. Es sei hier 
noch darauf aufmerksam gemacht, dafi der oben erwahnte Schutz gegen 
tierische Schadlinge, den das Vorhandensein von Alkaloiden in manchen 
Fallen den Pflanzen gewihrt, doch nicht allgemein als der Zweck der 
Bildung von Alkaloiden in den Pflanzen angesehen werden kann. 
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A\bbauprodukten der Proteine weniger durchsichtig, wie jene 
der beiden anderen betaine. Da man aber vermuten darf, 
daf diese Base in bezug auf das physiologische Verhalten 
vom Stachydrin nicht verschieden ist, so wire auch eine ana- 
loge Entstehungsweise derselben das Wahrscheinlichste. Der 
Versuch, hier nach einer genetischen Beziehung zu den aus 
den Proteinen entstehenden Aminosiiuren zu suchen, ist um 
so verlockender, als mit der Erklirung der Entstehungsweise 
des Trigonellins, das mehr als andere Pyridinderivate in den 
Pflanzen verbreitet ist,') auch Licht auf die Entstehung anderer, 
weniger einfacher Pyridinalkaloide fallen kénnte.?) 

Zur Darstellung der Betaine aus den Pflanzenextrakten 
benutzen wir ihre Fallbarkeit durch Phosphorwolframséure und 
durch Mercurichlorid. Wie man dabei zu verfahren hat, ist 
vor kurzem in dieser Zeitschrift?) von E. Schulze angegeben 
worden. Allerdings ist dabei das Stachydrin unberiicksichtigt 


1) Das Trigonellin ist von E. Jahns (Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
Bd. XVII, S. 2521 und Bd. XX, S. 2840, sowie Archiv der Pharmacie, 
3. Reihe, Bd. XXV, 5. 985) in den Samen von Trigonella foenum graecum 
entdeckt, spiter von E. Schulze und S. Frankfurt (Landw. Versuchs- 
stationen, Bd. XLVI, S. 23) auch in den Samen von Pisum sativum, 
Cannabis sativa und Avena sativa gefunden worden. E.Schulze (ebenda, 
Bd. LIX, S. 340) fand es auch in den Kartoffelknollen; wir fanden es 
in den Stachysknollen. Nach Polstorff und Gérte (Chemisches Zentral- 
blatt, 1909, Bd. II, S. 2014) findet sich Trigonellin in den Kaffeebohnen, 
nach U. Pfenninger (Berichte d. Deutsch. bot. Gesellsch., Bd. XXVII, 
S. 227) in den Samen von Phaseolus vulgaris, nach Thoms (Berichte 
d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. XXXI, S. 271 und S. 404) in den Samen 
von Strophantus hispidus und Strophantus Kombé Olive. Karsten 
Ber, d. Deutsch. Pharmazeut. Gesellschaft, Bd. XXI, S. 241) fand die 
genannte Base auch in den Wurzeln von Strophantus hispidus. Die 
Pflanzen, in denen Trigonellin nachgewiesen wurde, gehéren sieben ver- 
schiedenen Familien an. 

7) So sind es besonders die Alkaloide der Arecanuf, die dem 
Trigonellin sehr nahe stehen, von denen mindestens zwei, das Guvacin 
und das Arecain, in ihrer Konstitution noch nicht geniigend bekannt sind 
und von deren erneuter Untersuchung vielleicht Hinweise auf die phyto- 
chemische Genese einfacher Pyridinbasen erwartet werden diirfen. Man 
vg]. die Inauguraldissertation von G. Trier (Ziirich 1910), 5. 12 ff. 

*) Bd. LX, S. 155. 
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geblieben; doch gilt das dort Gesagte auch fiir diese Base, 
da sie sich gegen die oben genannten Fillungsmittel ebenso 
verhiilt, wie Betain und Trigonellin (wir verweisen auf die in 
der nachfolgenden Abhandlung dariiber gemachten Angaben). 
Nachdem aus der bei Zerlegung des Phosphorwolframsiiure- 
niederschlages erhaltenen Lésung die Alloxurbasen sowie das 
Histidin und das Arginin in bekannter Weise entfernt worden 
sind, fiihrt man die im Filtrat vom Argininsilberniederschlage 
noch enthaltenen Basen in salzsaure Salze tiber, lost sie in 
Alkohol ind versetzt die L6sung mit einer alkoholischen Mercuri- 
chloridsolution. Durch dieses Reagens werden auBber dem stets 
vorhandenen Cholin auch die Betaine als schwer lésliche Queck- 
silberdoppelsalze gefiillt. Man kann die Fallung auch in wisse- 
riger LOsung vornehmen. Da die Quecksilberdoppelsalze weder 
in Alkohol noch in Wasser ganz unldslich sind, so empfiehlt es 
sich, die Filtrate einzuengen, um den darin noch vorhandenen 
Teil jener Doppelsalze soweit wie modglich zu gewinnen. Zur 
teinigung werden diese Salze unter Zusatz von etwas Mercuri- 
chlorid aus Wasser umkrystallisiert; dann zerlegt man sie 
mittels Schwefelwasserstoff. 

Die Trennung des Cholinchlorids vom Betain- und Tri- 
gonellinchlorid bietet keine Schwierigkeiten dar, da die beiden 
zuletzt. genannten Chloride in kaltem wasserfreiem Alkohol fast 
unlislich sind. Wenn man die bei Zerlegung der Quecksilber- 
doppelsalze erhaltene LOsung der Chloride eindunstet, den Ver- 
dampfungsriickstand austrocknet und sodann mit kaltem wasser- 
freiem Alkohol behandelt, so geht fast nur Cholinchlorid in 
Losung. Da aber die beiden anderen Chloride doch nicht ganz 
unléslich in kaltem Alkohol sind, so empfiehlt es sich, die wein- 
geistige Cholinchloridlésung einzudunsten, den Verdampfungs- 
riickstand wieder ganz auszutrocknen und hierauf mit einer 
zur Auflésung des Cholinchlorids eben hinreichenden Quantitat 
von wasserfreiem Alkohol zu behandeln; dabei bleibt meistens 
noch eine sehr kleine Menge von Betain- oder von Trigonellin- 
chlorid zuriick. Gelingt es auch nicht, auf diesem Wege absolut 
reines Cholinchlorid zu gewinnen,!) so ist es anderseits sehr 


') Zur Reindarstellung haben wir das Cholin in der Regel in das 
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leicht, das Betain- und Trigonellinchlorid durch Umkrystallisieren 
aus Wasser vollstiindig von dem darin etwa noch zuriickge- 
bliebenen Cholinchlorid zu befreien, da letzteres bekanntlich 
sehr leicht léslich in Wasser, ja sogar zerflieflich ist. Nicht 
<9 leicht ist es, Stachydrin und Cholin zu trennen. Denn das 
Stachydrinchlorid ist in kaltem wasserfreiem Alkohol ziemlich 
leicht loslich (ein Teil bedarf zur Lésung bei Zimmertemperatur 
{12—13 Teile Alkohol). Wenn jedoch das Stachydrin, wie es 
bei den bis jetzt als stachydrinhaltig erkannten Objekten der 
Fall ist, in weit grdferer Menge sich vorfindet als das Cholin, 
so bleibt doch der grobte Teil des Stachydrinchlorids ungelést, 
wenn man das Gemenge der beiden Chloride zur Entfernung 
des Cholins mit einer nicht zu groben Quantitit kalten Alkohols 
behandelt. Wenn man die dabei erhaltene Loésung eindunstet, 
den Verdampfungsriickstand wieder austrocknet und ihn sodann 
mit einer nicht zu grofen Quantitét absoluten Alkohols_ be- 
handelt, so bleibt wieder salzsaures Stachydrin ungelost zuriick. 
Selbstverstaéndlich aber enthalt die davon abgegossene Fliissig- 
keit neben Cholinchlorid immer noch ein nicht unbetrichtliches 
Quantum von Stachydrinchlorid, das sich durch Wiederholung 
jener Operation vielleicht zum Teil, jedenfalls aber nicht voll- 
stiindig gewinnen lift. Die Isolierung des Stachydrins auf dem 
angegebenen Wege wird ferner kaum gelingen, falls diese Base 
sich in einem Pflanzenextrakt in geringerer Quantitaét vorfindet, 
als das Cholin. Bei dieser Sachlage ist es von Wichtigkeit, 
da man andere Mittel zur Trennung des Cholins und des 
Stachydrins besitzt. Stanék?) hat gezeigt, dai das Betain 
nur in saurer LOsung durch Kaliumperjodid gefillt wird und 
dafi es sich daher leicht von dem auch in alkalischer Lésung 
durch das genannte Reagens fiillbaren Cholin trennen lift. 
Dies gilt auch fiir das Stachydrin. Wenn man eine Lésung, 
in der Cholin und Stachydrin neben einander sich vorfinden, 
mit Soda alkalisch macht und sodann mit Kaliumperjodid ver- 


‘eicht krystallisierende Platindoppelsalz iibergefiihrt, letzteres aus Wasser 
umkrystallisiert und sodann mittels Schwefelwasserstoff zerlegt. 
?) Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 280, Bd. XLVII, S. 83, und 





Bd. XLVI, S. 334. 
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setzt, so wird nur das Cholin gefallt; aus der vom Nieder- 
schlage abfiltrierten Fliissigkeit kann man durch Ansiuern und 
weiteren Zusatz von Kaliumperjodid das Stachydrin zur Ab- 
scheidung bringen. Bei Zerlegung nach der von Stanék ge- 
gebenen Vorschrift liefert der erste dieser beiden Niederschliage 
Cholin, der zweite dagegen Stachydrin. Das von Stanék zur 
Trennung des Cholins vom Betain und vom Trigonellin emp- 
fohlene Verfahren kann also wertvolle Dienste leisten, wenn 
es sich um die Trennung des Cholins vom Stachydrin handelt. 
Wir benutzen das Kaliumperjodid aber nicht zur Fallung dieser 
Basen aus den Pflanzenextrakten,!) sondern bringen es erst in 
Anwendung, wenn Cholin und Stachydrin mit Hilfe von Mercuri- 
chlorid von anderen Basen getrennt sind und in Form salz- 
saurer Salze vorliegen. 

Da auch durch Kaliumquecksilberjodid das Stachydrin nur 
in saurer, nicht in alkalischer Losung gefallt wird, so mubte 
es von vornherein fiir méglich erklirt werden, dafi man auch 
dieses Reagens zur Trennung des Stachydrins vom Cholin werde 
benutzen kénnen.?) Nach den von uns ausgefiihrten Versuchen 
ist dasselbe aber fiir diesen Zweck weniger brauchbar als das 
Kaliumperjodid, schon deshalb, weil durch das letztgenannte 
Keagens das Cholin noch in weit stirkerer Verdiinnung gefiillt 
wird, als durch das Kaliumquecksilberjodid. 

Kine Trennung des Stachydrins vom Cholin lieB sich auch 
auf den Umstand griinden, dai eine wiisserige LOsung von 
freiem Stachydrin auf Zusatz von Mercurichlorid keine Fallung 
gibt (erst nach Zusatz von Salzsiure tritt eine Fallung ein). 
Fiir den ersten Versuch zur Priifung dieses Verfahrens ver- 
wendeten wir eine bei Darstellung von Stachydrin aus Stachys- 
knollen erhaltene Mutterlauge, die neben Stachydrinchlorid auch 
Cholinchlorid enthielt. Wir setzten dieser Mutterlauge unter 
schwachem Erwiirmen Silberoxyd zu, bis die Fliissigkeit schwach 


') Die Griinde dafiir sind in der oben schon zitierten Abhandlung 
von E. Schulze (Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 155) angegeben worden. 

2) Wobei wir darauf hinweisen, dafi Jahns (loc. cit.) diesen Weg 
zur Isolierung von Trigonellin benutzt hat. 
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alkalische Reaktion angenommen hatte. Nachdem das Chlor- 
silber abfiltriert, eine geringe Menge geldsten Silbers mit Hilfe 
yon Schwefelwasserstoff entfernt worden war, dunsteten wir 
die Lésung, in welcher neben freiem Stachydrin Cholinchlorid 
sich vorfinden mubte, auf ein geringes Volumen ein und fiigten 
sodann eine wisserige Mercurichloridl6sung hinzu. Der dadurch 
hervorgebrachte Niederschlag wurde nach dem Abfiltrieren und 
Auswaschen durch Schwefelwasserstoff zersetzt, das im Filtrat 
vom Schwefelquecksilber sich vorfindende Chlorid nach bekanntem 
Verfahren in das Chlorplatinat tibergefiihrt. Letzteres krystal- 
lisierte in orangeroten Tafeln und gab bei der Analyse folgendes 
Resultat: 

0,1561 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben beim 
Gliihen 0,0495 g = 31,7°/o Pt. 

Demnach lag Cholinplatinchlorid vor. Daf aber dieser Weg 
zur Trennung von Cholin und Stachydrin kein ganz sicherer ist, 
ist aus folgendem Versuche zu schlieBen: Wir lésten 0,40 g freies 
Stachydrin und 0,38 g Cholinchlorid in Wasser und versetzten die 
LOsung mit Mercurichlorid. Nach 24 Stunden wurde die Lésung, 
die mit kaltgesiittigter Mercurichloridsolution keine Fiillung 
mehr gab, vom Niederschlage abfiltriert; den Niederschlag 
zersetzten wir, nachdem er mit etwas Wasser ausgewaschen 
und zwischen FlieSpapier abgeprebt worden war, mittels Schwefel- 
wasserstoff. Die vom Schwefelquecksilber abfiltrierte Losung 
wurde in einem Wiageglischen eingedunstet, das dabei erhaltene 
salzsaure Salz im Vakuumexsikkator vollstiindig ausgetrocknet. 
Sein Gewicht betrug 0,3925 g und war also etwas grofer, als 
das Gewicht des fiir den Versuch verwendeten Cholinchlorids. 
Da nun eine vollstindige Ausfiallung des Cholins durch das 
Mercurichlorid nicht anzunehmen ist, so muf aus diesem Ver- 
suche geschlossen werden, daf zugleich mit dem Cholin etwas 
Stachydrin gefallt worden war. Auch fanden wir, dai die vom 
Mercurichloridniederschlage abfiltrierte stachydrinhaltige Losung 
beim Eindunsten eine krystallinische Ausscheidung gab und daf 
letztere bei der Zersetzung durch Schwefelwasserstoff ein Chlorid 
lieferte, das an der Luft nicht zerfloB und demnach nicht salz- 
saures Cholin war. Man muf aus diesen Beobachtungen schlieBen, 
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dafi beim Eindunsten der mit Mercurichlorid versetzten Stachydrin- 
l6sung Stachydrinquecksilberchlorid sich ausgeschieden hatte. 

Den im vorigen gemachten Mitteilungen lassen wir einige 
Angaben tiber die Mittel folgen, deren man sich zur Identi- 
fizierung der oben genannten drei Betaine bedienen kann. 
Was zunachst das Stachydrin betrifft, so eignet sich zur 
Identifizierung sehr gut das Chloraurat dieser Base. Beim Ver- 
setzen einer wiasserigen Stachydrinchloridlésung mit Goldchlorid 
scheidet es sich in feinen Krystallen aus, die unter dem Mikro- 
skop als RKhomben erscheinen. Wenn ein Chloraurat diese 
Form besitzt, wenn es ferner gleichzeitig mit einem Vergleichs- 
priiparat von Stachydringoldchlorid schmilzt und mit letzterem 
im Goldgehalt iibereinstimmt, so kann es nichts anderes sein, 
als das Chloraurat des Stachydrins. Man kann sich bei der 
Identifizierung dieser Base auch auf die Eigenschaften ihres 
Chlorplatinats stiitzen; doch ist dabei zu beachten, dafi dieses 
Chlorplatinat mit ungleichem Wassergehalt in verschiedenen 
Formen zu krystallisieren vermag (man vgl. die in der nach- 
folgenden Abhandlung sich findenden Angaben). Endlich labt 
sich fiir den genannten Zweck noch die Tatsache verwerten, 
dali sowohl das freie Stachydrin wie das Stachydrinchlorid 
beim vorsichtigen Erhitzen im Glasréhrchen Dimpfe liefern, 
die einen mit Salzsiure befeuchteten Fichtenholzspan rot 
fiirben (Pyrrolreaktion). 

Auch bei der Identifizierung des Trigonellins kann die 
Untersuchung der Chloraurate sehr gute Dienste leisten, wie 
schon von E. Jahns!) angegeben worden ist. Beim Vermischen 
einer wisserigen Trigonellinchloridlésung mit tiberschiissigem 
Goldchlorid scheidet sich das normale Chloraurat, C,H,NO,, 
HClAuC],, in Krystallen ab; dieses Salz schmilzt bei ca. 198° 
und enthiélt nach der Theorie 41,33°/o Au. Beim Umkrystallisieren 
aus Wasser verwandelt sich diese Verbindung in das basische 
Doppelsalz (C,H,NO,),, 3 HCl, 3 AuCl,, welches unzersetzt bei 
185 —186° schmilzt und 37,72°/o Au enthilt. Wenn eine Base 
zwei Chloraurate von diesen Eigenschaften liefert, so kann sie 

1) Ber, d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XVIII, S. 2521 und Bd. XX, 
S. 2840, sowie Archiv der Pharmacie, 3. Reihe, Bd. XXV, S. 985. 
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laum etwas anderes sein als Trigonellin. Zu beachten ist 
‘omer, daB das salzsaure Salz dieser Base aus Wasser in 
kleinen gliinzenden Tafeln krystallisiert und dab diese Krystalle 
‘n kaltem absolutem Alkohol fast unléslich sind. 

Von geringerer Bedeutung ist die Untersuchung des Chlor- 
aurats fiir die Identifizierung des Betains. Aus einer mit 
Goldchlorid versetzten wisserigen Betainchloridlésung scheidet 
sich ein Chloraurat aus, welches 43,1°/o Au enthiélt. Beim Um- 
krystallisieren aus Wasser liefert dieses Chloraurat, auch wenn 
man etwas Goldehlorid oder Salzsiiure zusetzt, meistens Pro- 
dukte von geringerem Goldgehalt. Keines dieser Chloraurate 
besitzt einen konstanten Schmelzpunkt. Wenn man bei Be- 
stimmung des Schmelzpunktes eines zu identifizierenden Chlor- 
aurats zum Vergleiche ein Préparat von Betaingoldchlorid 
heranzieht, so kann dies nur zu einem brauchbaren Resultat 
fiihren, falls das Vergleichspriiparat genau in der gleichen Weise 
dargestellt wurde, wie das Chloraurat der zu identifizierenden 
base. Das Betainplatinchlorid vermag nach unseren Beob- 
achtungen, ebenso wie das Stachydrinplatinchlorid, in ver- 
schiedenen Formen zu krystallisieren. Bemerkenswert ist, dah 
die eine Form, beim Aufbewahren der Krystalle unter der 
Mutterlauge, sich in die andere zu verwandeln vermag. Ge- 
eignet fiir die Identifizierung ist das Betainpikrat, welches sich 
beim Versetzen einer wisserigen Betainchloridl6sung mit Pikrin- 
siiure in nadelfOrmigen Krystallen ausscheidet. Der Schmelz- 
punkt dieser Krystalle liegt bei ca. 180—181°. Es empfiehlt 
sich auch hier, bei der Schmelzpunktsbestimmung ein Betain- 
pikratpraparat anderer Herkunft zum Vergleich heranzuziehen. 
Sodann ist noch darauf aufmerksam zu machen, dai das Be- 
tainchlorid aus wiisseriger Losung in ziemlich grofen tafel- 
artigen Krystallen, die dem monosymmetrischen System ange- 
hdren und von P. Groth,!) C. Schall?) und K. v. Haus- 
hofer) gemessen worden sind, sich ausscheidet. 

Es liegt auf der Hand, dafi man zur Unterscheidung der 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. Ill, S. 157. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XVI, S. 146. 
} Landwirtsch. Versuchsstationen, Bd. XLVI, 5. 68. 
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dafi beim Kindunsten der mit Mercurichlorid versetazten Stachydrin- 
l6sung Stachydrinquecksilberchlorid sich ausgeschieden hatte. 

Den im vorigen gemachten Mitteilungen lassen wir einige 
Angaben tiber die Mittel folgen, deren man sich zur Identi- 
fizierung der oben genannten drei Betaine bedienen kann. 
Was zunichst das Stachydrin betrifft, so eignet sich zur 
Identifizierung sehr gut das Chloraurat dieser Base. Beim Ver- 
setzen einer wisserigen Stachydrinchloridl6sung mit Goldchlorid 
scheidet es sich in feinen Krystallen aus, die unter dem Mikro- 
skop als RKhomben erscheinen. Wenn ein Chloraurat diese 
Form besitzt, wenn es ferner gleichzeitig mit einem Vergleichs- 
priparat von Stachydringoldchlorid schmilzt und mit letzterem 
im Goldgehalt itibereinstimmt, so kann es nichts anderes sein, 
als das Chloraurat des Stachydrins. Man kann sich bei der 
Identifizierung dieser Base auch auf die Eigenschaften ihres 
Chlorplatinats stiitzen; doch ist dabei zu beachten, dab dieses 
Chlorplatinat mit ungleichem Wassergehalt in verschiedenen 
Formen zu krystallisieren vermag (man vgl. die in der nach- 
folgenden Abhandlung sich findenden Angaben). Endlich labt 
sich fiir den genannten Zweck noch die Tatsache verwerten, 
dali sowohl das freie Stachydrin wie das Stachydrinchlorid 
beim vorsichtigen Erhitzen im Glasréhrechen Dimpfe liefern, 
die einen mit Salzsiure befeuchteten Fichtenholzspan rot 
fiirben (Pyrrolreaktion). 

Auch bei der Identifizierung des Trigonellins kann die 
Untersuchung der Chloraurate sehr gute Dienste leisten, wie 
schon von E. Jahns!) angegeben worden ist. Beim Vermischen 
einer wisserigen Trigonellinchloridl6sung mit tiberschiissigem 
Goldchlorid scheidet sich das normale Chloraurat, C,H,NO,, 
HCl]AuCl,, in Krystallen ab; dieses Salz schmilzt bei ca. 198° 
und enthiilt nach der Theorie 41,33 °/o Au. Beim Umkrystallisieren 
aus Wasser verwandelt sich diese Verbindung in das basische 
Doppelsalz (C,H,NO,),, 3 HCl, 3 AuCl,, welches unzersetzt bei 
185 —186° schmilzt und 37,72°/o Au enthiélt. Wenn eine Base 


S. 2840, sowie Archiv der Pharmacie, 3. Reihe, Bd. XXV, S. 985. 
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Uber die in den Pflanzen vorkommenden Betaine. 7 
kaum etwas anderes sein als Trigonellin. Zu beachten ist 
‘erner, daB das salzsaure Salz dieser Base aus Wasser in 
kleinen gliinzenden Tafeln krystallisiert und dab diese Krystalle 
in kaltem absolutem Alkohol fast unldslich sind. 

Von geringerer Bedeutung ist die Untersuchung des Chlor- 
aurats fiir die Identifizierung des Betains. Aus einer mit 
Goldchlorid versetzten wisserigen Betainchloridlésung scheidet 
sich ein Chloraurat aus, welches 43,1°/o Au enthiélt. Beim Um- 
krystallisieren aus Wasser liefert dieses Chloraurat, auch wenn 
man etwas Goldchlorid oder Salzsiiure zusetzt, meistens Pro- 
dukte von geringerem Goldgehalt. Keines dieser Chloraurate 
besitzt einen konstanten Schmelzpunkt. Wenn man bei Be- 
stimmung des Schmelzpunktes eines zu identifizierenden Chlor- 
aurats zum Vergleiche ein Priparat von Betaingoldchlorid 
heranzieht, so kann dies nur zu einem brauchbaren Resultat 
fiihren, falls das Vergleichspriaparat genau in der gleichen Weise 
dargestellt wurde, wie das Chloraurat der zu identifizierenden 
base. Das Betainplatinchlorid vermag nach unseren Beob- 
achtungen, ebenso wie das Stachydrinplatinchlorid, in ver- 
schiedenen Formen zu krystallisieren. Bemerkenswert ist, dal 
die eine Form, beim Aufbewahren der Krystalle unter der 
Mutterlauge, sich in die andere zu verwandeln vermag. Ge- 
eignet fiir die Identifizierung ist das Betainpikrat, welches sich 
beim Versetzen einer wiisserigen Betainchloridlésung mit Pikrin- 
siiure in nadelf6rmigen Krystallen ausscheidet. Der Schmelz- 
punkt dieser Krystalle liegt bei ca. 180—181°. Es empfiehlt 
sich auch hier, bei der Schmelzpunktsbestimmung ein Betain- 
pikratpréiparat anderer Herkunft zum Vergleich heranzuziehen. 
Sodann ist noch darauf aufmerksam zu machen, dafi das Be- 
tainchlorid aus wiisseriger LOsung in ziemlich grofen_ tafel- 
artigen Krystallen, die dem monosymmetrischen System ange- 
héren und von P. Groth,!) C. Schall?) und K. v. Haus- 
hofer’) gemessen worden sind, sich ausscheidet. 

Es liegt auf der Hand, dafi man zur Unterscheidung der 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. Ill, S. 157. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. XVI, S. 146. 
) Landwirtsch. Versuchsstationen, Bd. XLVI, 5. 68. 
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Betaine von manchen anderen Basen auch ihr Verhalten gegen 
Kaliumperjodid und Kaliumquecksilberjodid in saurer und in 
alkalischer Lésung verwenden kann; doch sind diese Reak- 
tionen, da sie den Betainen gemeinsam sind, nicht verwendbar 
zur Unterscheidung der verschiedenen Glieder dieser Stoffgruppe. 

Aus den im vorigen gemachten Darlegungen ist zu er- 
sehen, dafi unsere Kenntnisse iiber die pflanzlichen Betaine 
noch in verschiedener Richtung einer Erweiterung bediirfen. 
Es wird zu untersuchen sein, ob nicht diese Stoffe in den 
Pflanzen in groferer Verbreitung vorkommen, als nach den 
zurzeit vorliegenden Angaben anzunehmen ist; dabei wird ins- 
besondere zu priifen sein, ob nicht in manchen Pflanzen neben 
einem in relativ groher Menge auftretenden Betain ein zweites 
in sehr kleiner Quantitét sich vorfindet. Ferner wird festzu- 
stellen sein, ob auber den bis jetzt bekannten Betainen noch 
andere in den Pflanzen enthalten sind. Sodann wird es sich 
empfehlen, in einigen Pflanzen in verschiedenen Entwicklungs- 
stadien den Gehalt an Betainen so genau wie moglich quan- 
titativ zu bestimmen, in der Hoffnung, aus den dabei erhal- 
tenen Resultaten SchluBfolgerungen auf die Bildungsweise der 
genannten Stoffe machen zu kénnen. Wir beabsichtigen, in 
diesen Richtungen Untersuchungen anzustellen. 

Auf die Bedeutung der Betaine fiir die Pflanzen wiirde 
neues Licht fallen, wenn man nachweisen konnte, dab es 
pflanzliche Phosphatide gibt, die neben Cholin oder statt des- 
selben ein Betain als basischen Bestandteil enthalten. Es liegt 
in unserer Absicht, auch diese Frage einer experimentellen 
Priifung zu unterwerfen. , 

Zu den Aufgaben, die bei den Untersuchungen iiber die 
pflanzlichen Betaine zu erledigen waren, gehodrte in erster 
Linie auch die Aufklirung der Konstitution des Stachydrins. 
Diese Base ist schon von ihren Entdeckern, A. von Planta 
und E. Schulze, fiir eine dem Betain iihnliche Substanz er- 
kliirt worden; doch haben diese Autoren nicht festgestellt, 
welche Struktur das Stachydrin besitzt. Dies ist erst durch 
die Untersuchungen geschehen, deren Resultate in der nach- 
folgenden Abhandlung mitgeteilt werden. 
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Uber das Stachydrin und iiber einige neben ihm in den 
Stachysknollen und in den Orangenblattern enthaltene Basen. 


Von 


E. Schulze und G. Trier. 


(Aus dem agrikulturchem. Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15, Mai 1910.) 


Im Jahre 1893 entdeckten A. v. Planta und E. Schulze’) 
in den Knollen von Stachys tuberifera eine neue Base, fiir 
welche sie aus der Elementarzusammensetzung des salzsauren 
Salzes, des Chlorplatinats und des Chloraurats die Formel 
C,H,,NO, ableiteten. Die genannten Autoren wiesen darauf 
hin, daB diese, von ihnen als Stachydrin bezeichnete Base 
in vielen Punkten dem Betain ahnlich ist; der Annahme, dab 
ein Homologes des Betains vorliege, widersprach aber die Ele- 
mentarzusammensetzung der Base. 

Spater isolierte E. Jahns?) aus den als Folia Aurantii 
offizinellen Orangenblittern eine Base, die er fiir identisch 
mit dem Stachydrin erkléren konnte. Er bestitigte durch seine 
Analysen die von A. v. Planta und E. Schulze dem Stachy- 
drin gegebene Formel. Es sei hier erwihnt, dai mit dieser 
ormel auch das Resultat einer von E. Winterstein nach 
der kryoskopischen Methode ausgefiihrten Molekulargewichts- 
bestimmung*) tbereinstimmt. 

E. Jahns (loc. cit.) suchte auch iiber die chemische Kon- 
stitution des Stachydrins Aufschlu8 zu gewinnen. Er konnte 
einen Methylester der genannten Base darstellen, woraus auf 
das Vorhandensein einer Carboxylgruppe zu schliefen ist. 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVI, S. 939; Archiv d. Phar- 
mazie, 1898, S. 305. 

*) Berichte, Bd. XXIX, S. 2065. 

3) Mitgeteilt von E. Schulze in den Landwirtschaftl. Versuchs- 
stationen, Bd. XLVI, S. 59. 








60 E. Schulze und G. Trier, 


Ferner stellte er fest, dafi das Stachydrin beim Erhitzen mit 
sehr konzentrierter Kalilauge Dimethylamin liefert. Auf Grund 
dieser Befunde sprach Jahns die Vermutung aus, dai das 
Stachydrin eine Dimethvlaminoangelicasdure sei; selbst- 
verstiindlich aber mufte er es fiir mdglich erklaren, daB die 
genannte Base nicht von der Angelicaséure, sondern von einer 
isomeren, ungesiittigten Siure sich ableite. 

Bei Wiederaufnahme der Untersuchungen iiber das Stachy- 
drin stellten wir uns in erster Linie die Aufgabe, die chemische 
Konstitution dieser Stickstoffverbindung aufzukléren. Diese 
Aufgabe vermochten wir zu losen; wir stellten fest, dab die 
genannte Base nicht, wie Jahns vermutete, eine Dimethyl- 
aminoangelicasiiure, sondern dah sie das Methylbetain der 
Hygrinséure ist. Die Beweise dafiir finden sich in dem mit 
der Uberschrift «Die Konstitution des Stachydrins» versehenen 
Abschnitt dieser Abhandlung. 

Das fiir unsere Versuche erforderliche Stachydrin ge- 
wannen wir teils aus Stachysknollen, teils aus Orangenblittern. 
Bei Darstellung der Base aus den genannten Knollen erhielten 
wir, wie aus den weiter unten folgenden Angaben zu ersehen 
ist, als Nebenprodukte in kleiner Quantitét noch einige andere 
Basen. Auch aus den Orangenblattern konnten wir aufer 
Stachydrin noch einige andere Stickstoffverbindungen isolieren. 


I. Darstellung von Stachydrin und einigen anderen Basen aus 
Stachysknollen und aus Orangenblattern. 


Zur Darstellung des Stachydrins benutzten A. v. Planta 
und E. Schulze den Niederschlag, der durch Phosphorwolfram- 
siiure in einem wiisserigen, durch Versetzen mit Bleiessig von 
Proteinstoffen usw. befreiten Extrakte hervorgebracht wird. 
Dieser Niederschlag wurde mit Kalkmilch zerlegt, die dabei 
erhaltene Basenlésung nach Zusatz von Salzsiiure stark ein- 
geengt, dann mit Goldchlorid versetzt. Dabei entstand zu- 
niichst ein dunkel gefiirbter Niederschlag, der durch Filtration 
entfernt wurde: das Filtrat lieferte bei weiterem Goldchlorid- 
zusatz einen heller gefirbten Niederschlag, der bei der Zer- 
legung mittels Schwefelwasserstoff salzsaures Stachydrin lieferte. 
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Letzteres wurde durch Umkrystallisieren und durch Uberfiihren 
in das Chlorplatinat gereinigt. 

Da dieses Darstellungsverfahren ohne Zweifel mit betriicht- 
lichen Substanzverlusten verbunden war, und da es uns wiin- 
schenswert erschien, den Phosphorwolframsiureniederschlag 
auch noch auf andere Basen zu untersuchen, so verfuhren wir 
in etwas anderer Weise. Ein Quantum von ca. 95 kg frischen 
Stachysknollen wurde moglichst gut zerkleinert und hierauf mit 
heiBem Wasser tibergossen, der Extrakt teils durch Abfiltrieren, 
teils durch Abpressen vom Rtickstande getrennt und nun mit 
Bleiessig versetzt, wobei ein sehr starker Niederschlag ent- 
stand. Das Filtrat vom Bleiniederschlage versetzten wir, nach- 
dem es unter Zusatz von etwas Essigsiiure stark eingeengt, 
sodann mit Schwefelsiure stark angesiuert und hierauf noch 
einmal filtriert worden war, mit Phosphorwolframsiiure. Der 
durch dieses Reagens erzeugte Niederschlag wurde abfiltriert, 
mit 5°/oiger Schwefelsiure gut ausgewaschen, dann durch 
Verreiben mit Baryumhydroxyd und Wasser zersetzt. Nach 
dem Austreiben des Ammoniaks wurde die durch Filtration 
von den unloslichen Baryumverbindungen getrennte Basenlésung 
mit Salpetersiiure neutralisiert und sodann im Wasserbade 
stark eingeengt. Aus dieser LOsung suchten wir nach _ be- 
kanntem Verfahren durch Silbernitrat Alloxurbasen, hierauf 
durch Silbernitrat und Barytwasser Histidin und Arginin 
zu fiillen. Die bei Zerlegung des Silbernitratniederschlags 
mittels Sehwefelwasserstoffs unter Salzsiiurezusatz erhaltene 
Losung lieferte beim Eindunsten Krystalle von salzsauren Salzen 
der Alloxurbasen; die Lésung dieser Salze gab mit ammoniaka- 
lischem Silbernitrat die charakteristische, in Ammoniak un- 
losliche Fiillung. Aus der «Histidinfraktion» des durch Silber- 
nitrat und Barytwasser erzeugten Niederschlages konnten wir 
Histidin nicht isolieren; dagegen lieferte die « Argininfraktion» 
dieses Niederschlages, als sie nach bekannter Vorschrift be- 
handelt wurde, Argininnitrat in betrichtlicher Menge (etwas 
mehr als 1,5 g). Das daraus dargestellte Argininkupfer- 
nitrat krystallisierte in der charakteristischen Form und be- 
sah, nach dem Umkrystallisieren, den richtigen Schmelzpunkt 
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(112—114°). Bei Bestimmung des Kupfergehalts wurde folgen- 
des Resultat erhalten: 
0,2824 g gaben 0,0378 g CuO = 0,0302 g Cu. 

Fiir (C,H,,N,O,), * Cu(NO,), -+- 3H,O berechnet: 10,79 °/o Cu, 

gefunden: 10,69°%o » 

Das Filtrat vom Argininsilberniederschlage wurde durch 
Salzsiiure vom geldsten Silber befreit, dann mit Schwefelsiure 
neutralisiert und nun stark eingeengt. Hierauf wurde es mit 
Schwefelsiure stark angesiiuert, noch einmal filtriert, und nun 
mit Phosphorwolframsiiure versetzt. Den Niederschlag zer- 
setzten wir, nachdem er abfiltriert und mit 5°/oiger Schwefel- 
siiure ausgewaschen war, durch Baryt. Die dabei erhaltene, 
durch Einleiten von Kohlensiiure vom Baryt befreite Basen- 
ldsung wurde unter Zusatz von Salzsaure zur Sirupkonsistenz 
eingedunstet. Der Sirup verwandelte sich im Exsikkator nach 
und nach in eine, nur noch sehr wenig Mutterlauge einschlieBende 
Krystallmasse. Letztere wurde zuerst in der Kalte, dann unter 
Erwiirmen mit absolutem Alkohol behandelt, wobei sie bis auf 
einen kleinen Riickstand, von dessen Bestandteilen weiter unten 
die Rede sein soll, in Lésung ging. Diese Losung versetzten 
wir mit einer alkoholischen Merkurichloridlésung, um das 
Stachydrin als Quecksilberdoppelsalz zu fallen. Die Fallung 
wurde in heiBem Wasser geldst, wobei eine kleine Quantitat 
eines dunkel gefirbten Riickstandes blieb. Die in Lésung ge- 
gangene Quecksilberverbindung wurde z. T. direkt mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzt, z. T. zur Krystallisation gebracht und erst 
dann mit Schwefelwasserstoff behandelt. Ob wir in der einen 
oder in der anderen Weise verfuhren, war allem Anschein 
nach ohne EinfluB auf die Qualitét der resultierenden Produkte. 
In dem einen wie in dem anderen Falle lieferte die vom 
Schwefelquecksilber abfiltrierte LOsung beim Verdunsten einen 
Sirup, der sich im Exsikkator langsam in eine Krystallmasse 
verwandelte. Letztere wurde mit absolutem Alkohol zu einem 
Brei verrieben und sodann auf eine Nutsche gebracht. Auf 
der Nutsche blieb salzsaures Stachydrin in nahezu farblosen 
Krystallen zuriick, wéhrend eine ziemlich dunkel gefirbte 
Mutterlauge abflof. Letztere lieferte beim Verdunsten wieder 
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Krystalle, die in der gleichen Weise behandelt wurden. Die 
davon abgesogene Mutterlauge enthielt neben salzsaurem Stachy- 
drin auch salzsaures Cholin, dessen Entfernung erforderlich 
war, um den Rest des Stachydrins ohne Schwierigkeit gewinnen 
zu konnen. 

Die Trennung des Cholins vom Stachydrin gelang am 
besten mit Hilfe der Methode, die von Stanék!) zur Trennung 
des Cholins vom Betain vorgeschlagen worden ist. Wie das 
Betain wird das Stachydrin im Gegensatz zum Cholin dureh 
Kaliumtrijodid nur in saurer, nicht in alkalischer Lésung ge- 
fillt. Wir machten daher die in oben beschriebener Weise er- 
haltene Mutterlauge durch Zusatz von Natronlauge alkalisch 
und versetzten sie sodann mit Kaliumtrijodid. Der durch dieses 
Reagens hervorgebrachte Niederschlag, dessen Filtration uns 
etwas Schwierigkeit bereitete, lieferte salzsaures Cholin, als 
wir ihn nach der von Stanék (loc. cit.) gegebenen Vorschrift 
mit Hilfe von molekularem Kupfer zerlegten. Das aus dem 
Chlorid dargestellte Chlorplatinat krystallisierte beim langsamen 
Verdunsten seiner Lésung in orangeroten Tafeln und gab bei 
der Analyse folgendes Resultat: 

0.3595 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben beim Glithen 0,1137 g 
= 31,63 °%/o Pt. 

Die Theorie verlangt fiir Cholinplatinchlorid einen Platin- 
gehalt von 31,6°/o. Das aus dem Chlorplatinat dargestellte 
salzsaure Salz stimmte im Aussehen und in den Reaktionen 
mit salzsaurem Cholin iiberein; es krystallisierte, wie dieses, 
in zerflieflichen Nadeln. Das aus dem Chlorid dargestellte 
Chloraurat schmolz gleichzeitig mit einem aus anderem Ma- 
terial dargestellten Priiparat von Cholingoldchlorid, und zwar 
bei 263°; auch ein Gemisch der beiden Praparate zeigte den 
gleichen Schmelzpunkt. Damit ist das Vorkommen von Cholin 
in den Stachysknollen bewiesen. 

Das Filtrat von dem durch Kaliumtrijodid hervorgebrach- 
ten Niederschlage wurde angesiuert und sodann aufs neue mit 
Kaliumtrijodid versetzt. Der dadurch erzeugte Niederschlag, 





1) Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 280, Bd. XLVI, S. 83, Bd. XLVIII, 
S, 334, Bd. LIV, S. 354. 
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verarbeitet nach der oben erwiihnten Vorschrift, lieferte salz- 
saures Stachydrin. Letzteres wurde nach dem Auskrystallisieren 
zur Entfernung der Mutterlauge auf eine Tonplatte gebracht. 
(Es ist anzunehmen, dali salzsaures Cholin, falls dasselbe in 
geringer Menge dem Stachydrinchlorid noch beigemengt war, 
mit der Mutterlauge in die Tonplatte tiberging.) Dann wurde 
das Salz in das Chlorplatinat tibergefiihrt, indem wir es in 
alkoholischer L6sung mit Platinchlorid zusammen brachten. 
Der dabei erhaltene Niederschlag wurde aus Wasser um- 
krystallisiert. Bei der Analyse lieferten die bei 100° getrock- 
neten Krystalle folgende Zahlen : 


a) 0,2327 ¢ Substanz gaben 0,0652 g Pt = 28,04°/o Pt. 
b) 0,3730 » > >» 0,1036 » » = 27,78%o0 » 


Im Mittel wurden also 27,91°/o Pt gefunden, wiihrend 
die Theorie fiir Stachydrinplatinchlorid 27,97°/o Pt verlangt. 
Diese Angaben beweisen, dah wir auf dem angegebenen Wege 
Stachydrin und Cholin zu trennen vermochten. 

Auber den im vorigen genannten Stickstoffverbindungen 
erhielten wir aus dem Phosphorwolframsiureniederschlage noch 
ein anderes Produkt in kleiner Quantitét. Wie oben angegeben 
worden ist, wurden die im Filtrat vom Argininsilbernieder- 
schlage noch enthaltenen Basen in salzsaure Salze tibergefiihrt, 
letztere sodann zuerst in der Kalte, dann unter Erwiirmen mit 
absolutem Alkohol behandelt. Dabei blieb ein geringer, in Al- 
kohol unlodslicher oder schwer l6slicher Riickstand, der sich 
in Wasser leicht léste. Die Losung gab mit Goldchlorid eine 
gelbe, krystallinische Fillung, die in heiBem Wasser léslich 
war. Die aus Wasser unter Zusatz von etwas Goldchlorid um- 
krystallisierte Substanz bildete gelbe Nadeln. Die Analyse gab 
folgende Resultate: 

0,2074 g Substanz gaben 0,1553 g CO, und 0.0403 g H,0. 


0,3473 » »  0,1329 » Au. 
O309L » > 0.1179 » » 
Gefunden: C = 20,41 %o 
mH 6 «6836 %/o 


Au = 38,27 %/o, 38,15 %o. 
Das Golddoppelsalz war schwer léslich in kaltem, leicht 
in heibem Wasser. Es schmolz bei 185° ohne Zersetzung. 
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Die Goldbestimmungen wurden ausgefiihrt durch Zersetzung 
des Doppelsalzes mittels Schwefelwasserstoff und Gliihen des 
erhaltenen Goldsulfidniederschlages. Das Filtrat von dieser 
Fillung gab beim Eindampfen ein salzsaures Salz, welches in 
rechtwinklig begrenzten Tafeln krystallisierte. Es war in Wasser 
sehr leicht, auch in Methylalkohol léslich; in kiiuflichem ab- 
solutem Alkohol nicht ganz unldslich. Das so erhaltene Chlorid 
reagierte sauer, briiunte sich beim Erhitzen gegen 235° und 
schmolz unter Zersetzung bei 260°. Es gab die Pyrrolreaktion 
sehr deutlich. Gegen Permanganat in saurer Liésung war es 
bestandig. 

Um zu entscheiden, ob die erhaltene Verbindung mit 
jener Base identisch sein kénne, die v. Planta und E. Schulze 
seinerzeit neben Stachydrin in Stachysknollen aufgefunden hatten 
und die ein schwer lésliches Chlorplatinat gab, wurde das 
Platindoppelsalz der Base dargestellt. 

Es zeigte sich nun, dafi auch dieses Salz ziemlich schwer 
in Wasser léslich war, denn es krystallisierte aus einer Lésung 
aus, die nur wenig konzentriert worden war. Das aus dem 
gut ausgewaschenen Platinsalz regenerierte salzsaure Salz gab 
die Pyrrolreaktion nicht mehr. Es stellte sich heraus, dah 
das Salz, dessen Analyse oben angegeben ist, ein Gemisch 
von wenig Stachydrin mit viel Trigonellin einschloB. Bei 
der Darstellung des Platinsalzes blieb das leichter ldsliche 
Chlorplatinat des Stachydrins nun fast vollsténdig in der 
Mutterlauge. 

Die Identifizierung des Trigonellins geschah einerseits 
durch Vergleichung des Platindoppelsalzes mit Trigonellinplatin- 
chlorid, das aus einem Préparat unserer Sammlung dargestellt 
wurde und in Léslichkeit, Krystallgestalt und im Schmelzpunkte 
mit jenem der Base aus Stachysknollen tbereinstimmte, ander- 
seits aber durch Darsiellung der charakteristischen Goldsalze, 
nach der von Jahns!) zuerst gegebenen Anweisung. 

Das normale Salz schmolz bei 197—198°. Das bei der 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XVIII, S. 2521, und Bd. XX, 
S. 2840, sowie Archiv der Pharmazie, 3. Reihe, Bd. XXV, S. 985. 


oy 
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Umkrystallisation aus Wasser erhaltene basische Salz schmolz 


bei 185°. 
0,1989 g Substanz gaben 0,0752 g Au. 
gefunden: 37,80°/o Au 
Fiir (C,H,NO,), -3HCl-3AuCl, berechnet: 37,72°0 » 

Das basische Aurat stimmte auch in der Gestalt mit 
Trigonellinchloraurat tiberein; ebenso verdnderte es seinen 
Schmelzpunkt nicht, als es, mit einem Praparat von basischem 
Trigonellingolddoppelsalz unserer Sammlung gemischt, erhitzt 
wurde. 

Die Ausbeute an Trigonellin war nur eine sehr geringe. 
Ks wurden im ganzen 1,22 g des rohen Goldsalzes erhalten, 
welches zu etwa °/6 aus Jenem des Trigonellins bestanden 
haben mag. 

Es wurden also aus 95 kg Stachysknollen nur etwa 
0,35 g Trigonellin erhalten, entsprechend etwa 0,0004°/o oder 
0,002°/o der Trockensubstanz. 

Es ist aber anzunehmen, daf ein kleiner Teil des in den 
Knollen vorhandenen Trigonellins als salzsaures Salz zugleich 
mit dem Stachydrinchlorid in die, in friiher beschriebener 
Weise erhaltene alkoholische Losung tibergegangen war. Dah 
wir aus dieser LOsung durch Fallung mit Merkurichlorid usw. 
reines Stachydrinchlorid erhielten, ist leicht erklirlich; denn 
beim Auskrystallisieren dieses Chlorids mubte das neben ihm 
nur in sehr kleiner Menge vorhandene Trigonellinchlorid in 
die Mutterlauge tbergehen. 

Im Hinblick auf die im vorigen mitgeteilten Resultate 
kann es fiir sehr wahrscheinlich erklart werden, dai auch die 
von A. v. Planta und E. Schulze aus den Stachysknollen 
neben Stachydrin in sehr kleiner Menge erhaltene Base Tri- 
gonellin war. | 

Das Vorkommen von Trigonellin neben Stachydrin in 
den Stachysknollen ist besonders deshalb von Interesse, weil 
bisher kein Beispiel dafiir bekannt war, daf in einer Pflanze 
zwei «Betaine» nebeneinander sich vorfinden. 

Wie aus den im vorigen gemachten Angaben zu ersehen 
ist, konnten wir aus den Stachysknollen auBer Stachydrin 





Uber das Stachydrin usw. 67 


auch Arginin, Cholin, Trigonellin und Alloxurbasen 
isolieren. Im Vergleich mit dem Stachydrin fanden sich alle 
anderen Basen nur in sehr kleiner Quantitaét vor. Zu erwiihnen 
ist hier, daB A. v. Planta und E. Schulze aus dem Safte 
der genannten Knollen auch Glutamin und Tyrosin dar- 
gestellt haben. 

Die von uns verarbeiteten 95 kg frischer Stachysknollen 
lieferten 42—43 g Stachydrinchlorid oder ca. 34 g Stachydrin; 
aus 100 Teilen Knollen erhielten wir also 0,036 Teile Stachydrin. 
Unter der auf friiher ausgefiihrte Bestimmungen sich stiitzenden 
Annahme, dafi 100 Teile frische Knollen ca. 20 Teile Trocken- 
substanz enthalten, berechnet sich die Ausbeute an Stachydrin 
fiir die Trockensubstanz der Knollen auf 0,18°/o. 


Darstellung von Stachydrin, Cholin und Alloxurbasen 
aus den Blittern der Orange (Citrus aurantium). 


Die Darstellung von Stachydrin aus diesem Material!) 
hatte nicht nur den Zweck, die fiir unsere Versuche verfiigbare 
Stachydrinquantitit zu vergrOBern, es waren auch noch einige 
andere Griinde mabgebend. E. Jahns (I. c.) hat tiber die Eigen- 
schaften der von ihm aus den Orangenbliittern dargestellten 
Base einige Angaben mitgeteilt, die mit den von uns am 
Stachydrin gemachten Beobachtungen nicht in allen Punkten 
iibereinstimmen. Um mit Sicherheit die Identitaét der beiden 
Produkte behaupten zu kiénnen, muften diese Differenzen auf- 
geklirt oder durch Richtigstellung der beziiglichen Angaben 
beseitigt werden. Dieses Ziel lieB sich auch ohne Schwierig- 
keit erreichen. 

Zur Gewinnung des Stachydrins benutzte Jahns wiisserige 
Extrakte aus den Orangenblittern, die mit Hilfe von Bleiessig 
gereinigt worden waren. Nachdem das Blei mittels Schwefel- 
wasserstoff entfernt worden war, wurde die Fliissigkeit mit 


') Wir erhielten die Orangenbliatter, bezeichnet als Folia aurantii 
amar., von der Firma Ciisar und Loretz in Halle a. S. Die Blitter waren 
nach einer von der genannten Firma uns gemachten Mitteilung im Marz 1909 
geerntet worden. 


5* 
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Schwefelsiiure angeséuert; dann fallte Jahns das Stachydrin 
durch Kaliumwismutjodid. Die bei Zerlegung des Niederschlags 
erhaltenen Basen wurden in Alkohol gelést, das Stachydrin 
sodann aus dieser Lésung durch Zusatz von Ather fraktions- 
weise gefallt. Im alkoholischen Filtrat verblieben zwei nicht 
niiher beschriebene Basen und ein Bitterstoff. Die Ausbeute 
an Stachydrin betrug 0,1°/o der trockenen Blatter. 

Wir haben die Orangenblatter genau in der gleichen 
Weise verarbeitet, wie die Stachysknollen. Der wasserige, mit 
Hilfe von Bleiessig gereinigte Extrakt wurde, nach dem An- 
siuern mit Schwefelséure, mit Phosphorwolframséure versetzt, 
der dabei erhaltene Niederschlag in der oben beschriebenen 
Weise verarbeitet. Die so erhaltene, mit Salpetersaure neutra- 
lisierte Basenlésung gab mit Silbernitrat eine starke Fallung, 
in der Alloxurbasen enthalten waren. Das Filtrat gab mit 
Silbernitrat und Barytwasser nur eine schwache Fallung, in 
welcher weder Histidin noch Arginin nachgewiesen werden 
konnten. Die im Filtrat von dieser Fallung noch enthaltenen 
Basen wurden wieder durch Phosphorwolframsiure  gefiilt, 
die bei Zerlegung des so erhaltenen Niederschlags resultierende 
Basenlésung mit Salzsiiure angeséuert und sodann eingedunstet. 
Den Verdampfungsriickstand, der im Exsikkator nach und nach 
krystallisierte, behandelten wir mit absolutem Alkohol. Die 
alkoholische LOsung wurde mit Merkurichlorid versetzt, wobei 
eine sehr starke Fillung entstand. Sie wurde, zusammen mit 
dem beim Eindunsten der Mutterlauge noch gewonnenen Produkt 
aus heifem Wasser umkrystallisiert, dann mittels Schwefel- 
wasserstoff zersetzt. Die vom Schwefelquecksilber abfiltrierte 
Losung verwandelte sich, nachdem sie zur Sirupkonsistenz 
eingedunstet worden war, im Exsikkator nach und nach in 
eine Krystallmasse, die nur wenig Mutterlauge einschlof. Diese 
Masse wurde nach Zusatz einer geringen Menge von absolutem 
Alkohol auf eine Nutsche gebracht. Die auf letzterer zuriick- 
bleibenden weifen Krystalle erwiesen sich als Stachydrin- 
chlorid. Aus dem Filtrat lieB sich durch Eindunsten und Be- 
handlung des Verdampfungsriickstandes mit absolutem Alkohol 
noch etwas Stachydrinchlorid isolieren. Schlieflich blieb eine 
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ziemlich dunkel gefirbte Mutterlauge iibrig, die neben einem 
Reste des Stachydrins noch Cholin und eine zweite Base ent- 
hielt; wie wir diese Mutterlauge behandelten, soll weiter unten 
angegeben werden. 

Die Identitét der in solcher Weise erhaltenen Krystalle 
mit Stachydrinchlorid war leicht nachzuweisen. Beim Erhitzen 
im Glasréhrchen gaben die Krystalle Dimpfe, die einen mit 
Salzsaure befeuchteten Fichtenspan rot fiarbten. Nach Zusatz 
von Goldchlorid zur wiisserigen Lésung des Salzes schied sich 
ein Chloraurat aus, welches unter dem Mikroskop die weiter 
unten beschriebene charakteristische Form des Stachydringold- 
chlorids zeigte. Das Platindoppelsalz besafi das gleiche Aus- 
sehen, wie das Chlorplatinat, welches aus dem aus Stachys- 
knollen gewonnenen Stachydrin dargestellt worden war. Die 
Analyse gab folgendes Resultat: 

0,3388 g Substanz gaben 0,0946 g Pt. 
Fiir (C,H,,NO, - HCl),PtCl, berechnet: Pt = 27,97 °/o, 
gefunden: » == 27,92. 

Eine Verschiedenheit der aus den Orangenbliittern dar- 
gestellten Base vom Stachydrin aus Stachysknollen konnte in 
keiner Hinsicht konstatiert werden. Auch das Verhalten im 
Polarisationsapparate war das gleiche; beide Substanzen er- 
wiesen sich als optisch inaktiv. 

Wie oben schon erwahnt worden ist, waren einige kleine 
Differenzen aufzukliiren, die zwischen den von E. Jahns und 
den von uns iiber das Verhalten des Stachydrins gemachten 
Angaben sich finden. So hatte Jahns statt des schén kry- 
Stallisierten Platindoppelsalzes, das schon von A. v. Planta 
und E. Schulze beschrieben und von K. v. Haushofer!') kry- 
stallographisch untersucht worden ist, ein in wenig gut aus- 
gebildeten Aggregaten krystallisierendes Chlorplatinat erhalten. 
Vom Golddoppelsalz erhbielt er entgegen unsern Beobachtungen 
zwei Modifikationen. Endlich gibt er an, dai die wasserige 
Lésung seines Stachydrins sich mit Eisenchlorid rot firbte. 

Diese kleinen Differenzen lassen sich aufkliren. Jahns 





') Mitgeteilt in der friiher zitierten Abhandlung von A. von Planta 
und E. Schulze. 
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ist wahrscheinlich auf die auch von uns mehrmals erhaltene 
Modifikation des Platindoppelsalzes mit 4 Molekiilen Krystall- 
wasser gestofien, die in der Tat wenig charakteristisch ist. Das 
Golddoppelsalz zeigt nur bei Abscheidung aus reinen Lésungen 
die charakteristische Form. Wiederholt konnten wir beob- 
achten, dafi das Vorhandensein von Beimengungen das Er- 
scheinen jener charakteristischen Form hindert. Jahns scheint 
in der Tat nicht immer mit reinen Stachydrinpraparaten operiert 
zu haben. Nur so laft seine Angabe, daB das Stachydrin durch 
Eisenchlorid gefirbt werde, sich erkliren. Diese Reaktion be- 
beschreibt Jahns nicht nur beim Stachydrin, sondern auch 
beim Trigonellin und bei den Alkaloiden aus Arecanitissen. So- 
weit wir aber diese Basen untersuchen konnten, gaben sie 
keine Fairbung mit Eisenchlorid. Da Jahns sich in allen Fallen 
der gleichen Isolierungsmethoden (Fallung mit Kaliumwismut- 
jodid usw.) bediente, so ist anzunehmen, daf jene Reaktion 
auf eine, durch die Art der Gewinnung bedingte, Verunreinigung 
der Basen zuriickzufiihren ist. 

Jahns erhielt aus den trockenen Orangeblattern, wie oben 
schon erwiéhnt wurde, 0,1°/o Stachydrin. In unsern Versuchen 
war die Ausbeute eine viel grOfere. 9 kg lufttrockener Blatter 
lieferten ca. 21 g Stachydrinchlorid oder ca. 17 g Stachydrin. 
(Bei einer zweiten Darstellung war die Ausbeute ungefihr die 
gleiche.) 100 Teile der lufttrockenen Blatter hatten also 0,19 
Teile Stachydrin geliefert. Verglichen mit den Stachysknollen 
sind die Orangenbliatter ein mindestens ebenso gutes, vielleicht 
sogar etwas besseres Material zur Gewinnung von Stachydrin. 
Sie besitzen einen Vorzug auch insofern, als man sie in 
jeder Jahreszeit erhalten kann, was fiir die Stachysknollen 
nicht gilt. 

Bei Darstellung des Stachydrins blieb, wie oben erwahnt ist, 
eine alkoholische Mutterlauge tibrig, die noch etwas Stachydrin- 
chlorid enthielt. Da man vermuten konnte, da darin auch 
Cholin sich vorfand, so wurde sie alkalisch gemacht und so- 
dann mit Kaliumperjodid versetzt. Der durch dieses Reagens 
erzeugte Niederschlag wurde abfiltriert. Das Filtrat wurde an- 
gesiiuert und mit noch etwas Kaliumperjodid vermischt, wobei 
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wieder eine Fallung entstand. Beide Niederschlage zerlegten 
wir nach der von Stanék (loc. cit.) gegebenen Vorschrift. Der 
in saurer Lésung entstandene Niederschlag lieferte Stachydrin- 
chlorid. Das daraus dargestellte Platindoppelsalz gab bei der 
Analyse folgendes Resultat: 
0,2990 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,0835 g Pt. 
Berechnet: Gefunden: 
Pt = 27,97°o Pt == 27,93 %o. 

Das bei Zerlegung des in alkalischer Losung entstandenen 
Niederschlages erhaltene Produkt schloB neben Cholin allem 
Anschein nach noch eine zweite organische Base, aufBerdem 
etwas anorganische Substanz ein. Die bei Behandlung dieses 
Produktes mit kaltem absolutem Alkohol erhaltene L6sung wurde 
mit alkoholischer Platinchloridsolution versetzt, der dabei er- 
haltene Niederschlag aus heifem Wasser umkrystallisiert. Dabei 
wurde eine kleine Menge eines in Wasser sehr schwer lis- 
lichen Chlorplatinates erhalten. Das daraus dargestellte salz- 
saure Salz gab beim Erhitzen im Rohrchen Diimpfe, die einen 
mit Salzsaéure befeuchteten Fichtenspan rot farbten. Beim Ver- 
setzen der wisserigen Lédsung dieses salzsauren Salzes mit 
Goldchlorid schied sich ein in Wasser auch in der Warme 
sehr schwer ldsliches Chloraurat aus. Die Quantitaét dieses 
Produktes reichte zu einer genaueren Untersuchung nicht aus. 
Doch wurde der Goldgehalt des Chloraurates bestimmt: 

0,1464 g, bei 105° getrocknet, gaben 0,06110 g Au = 41,73°%o Au. 

Die von jenem schwerldslichen Chlorplatinat abfiltrierte 
Lésung lieferte beim Verdunsten Krystalle, die im Aussehen 
dem Cholinplatinchlorid glichen, aber doch nicht einheitlich zu 
sein schienen. Wir fiihrten das bei Zerlegung dieser Krystalle 
mittels Schwefelwasserstoffs erhaltene salzsaure Salz in das Chlor- 
aurat tiber und bestimmten in den nacheinander erhaltenen 
Krystallisationen den Goldgehalt. Dabei erhielten wir folgende 


Resultate: 

1. Krystallisation: 0,2737 g Substanz gaben 0,1222 g Au.== 44,65°o Au. 

2. > 0,2449 » > >» 0,1086 > » = 44,35°%o » 
Eine dritte Krystallisation gab nur noch 43,90°/o Au. 

(Diesen Krystallen war etwas anorganische Substanz beige- 
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mengt.) Fiir Cholingoldchlorid berechnet sich ein Goldgehalt 
von 44,50°/o. Zur Identifizierung wurde eine der zuerst er- 
haltenen Krystallisationen dieses Chloraurats mit dem schon 
friiher erwahnten Praéparat von Cholingoldchlorid verglichen, 
wobei sich in bezug auf den Schmelzpunkt und die Léslichkeit 
Ubereinstimmung ergab. 

Aus dem bei Zerlegung des Chloraurats erhaltenen salz- 
sauren Salz wurde nun wieder ein Chlorplatinat dargestellt. 
Letzteres krystallisierte aus Wasser in kleinen Tafeln, die im 
Aussehen mit den unter gleichen Umstinden erhaltenen Kry- 
stallen von Cholinplatinchlorid vollkommen iibereinstimmten und 
bei der Analyse folgendes Resultat gaben: 

0.1554 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,0492 g Pt = 31,66°o Pt. 

Die Theorie verlangt fiir Cholinplatinchlorid einen Gehalt 
von 31,6°/o Pt. Diese Versuchsergebnisse beweisen, daf die 
Orangenblitter neben Stachydrin auch Cholin enthielten. Doch 
fand sich die letztere Base in viel kleinerer Menge vor als das 
Stachydrin. Bei Verarbeitung von 9 kg lufttrockener Orangen- 
blatter wurden ungefahr 3,0 g Cholingoldchlorid gewonnen. 


II. Eigenschaften des Stachydrins und seiner Verbindungen. 


Das Stachydrin, C,H,,NO, + H,0, dargestellt durch Zer- 
legung des Stachydrinchlorids mit Silberoxyd, bildet farblose, 
durchsichtige Krystalle, die an der Luft zerflieBen. Sie lésen 
sich sehr leicht in Wasser und in Alkohol, in siedendem Chloro- 
form sind sie schwer loéslich, unléslich in kaltem Chloro- 
form und in Ather. Die Loésungen reagieren neutral. Das 
Stachydrin besitzt einen unangenehm siiBlichen Geschmack. Das 
Krystallwasser wird schon iiber Schwefelséure zum Teil ab- 
gegeben. Bei 100° getrocknet, verloren die Krystalle etwa 
10°/o ihres Gewichtes. 

0,4444 g Substanz verloren 0,0440 g. 
Berechnet fiir C,;H,,NO, -++ H,O: 11,17°/o H,O 
Gefunden: 9.90°%/o >» 

Jahns (loc. cit.) fand einen Gewichtsverlust beim Trocknen 

von 10,25 °/o. 





Uber das Stachydrin usw. 73 


Der letzte Rest des Wassers wird sehr hartniackig zuriick- 
gehalten; der Schmelzpunkt ist friiher wohl aus diesem Grunde 
etwas zu niedrig gefunden worden. Das Stachydrin schmilzt 
bei 235° unter Umlagerung in den isomeren Hygrinsiiuremethyl- 
ester. Stachydrin ist optisch inaktiv, gegen Permanganat 
in schwefelsaurer Losung bestiindig. Die tiberhitzten Diampfe 
geben die Fichtenspanreaktion der Pyrrolderivate sehr deutlich. 

Stachydrinchlorid, C,H,,NO,-HCl, krystallisiert in 
grofen, durchsichtigen Prismen, die sich in Wasser leicht lésen, 
die aber nicht zerflieBlich sind. Léslich in kaltem absoluten Al- 
kohol, enthalt kein Krystallwasser, reagiert stark sauer, schmilzt 
unter Zersetzung bei 235°. Es ist optisch inaktiv. L6slich- 
keit in absolutem Alkohol: 

1. 1 Teil Stachydrinchlorid léste sich in 12,58 Teilen Al- 
kohol bei 18°. 

2. 1 Teil Stachydrinchlorid léste sich in 12,82 Teilen Al- 
kohol bei 17°. 

Im Mittel bedurfte 1 Teil Stachydrinchlorid 12,7 Teile 
Alkohol von 17—18° C. zur Lésung. 

Stachydringoldchlorid, C,H,,NO,-HCl- AuCl,,  fallt 
beim Zusatz von Goldchlorid zur Lésung des salzsauren Stachy- 
drins als gelber Niederschlag aus, der nach einiger Zeit kry- 
stallinisch wird und sehr charakteristische Formen, niimlich 
vierseitige Blattchen von rhombischem Habitus, erscheinen abt. 
Jahns gibt an, beim Umkrystallisieren aus heifiem Wasser 
auch eine kérnig-krystallinische Modifikation erhalten zu haben. 
Wir erhielten unter allen Umsténden bei Anwendung reiner 
LOsungen nur das eben genannte Goldsalz. Beim Erwiirmen 
mit Wasser schmilzt es dlig zusammen. In kaltem Wasser 
ist es schwer, in heifiem ziemlich léslich. Der Schmelzpunkt 
ist von der Art des Erhitzens abhingig. Bei rascherem Er- 
hitzen wurde 6fters 225° gefunden. 

Analyse: 0,1408 g Substanz gaben 0,0921 g CO, und 0,0393 g H,0. 


0,2432 » > >» 0,0988 » Au. 
Berechnet fiir C,H,,NO, - HCl - AuCl,: Gefunden: 
C = 17,39°%o C = 17,84°/o 
nm = 298% | a 310° o 


Au = 40,82°'y Au = 40,620 
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Das Stachydrinplatinchlorid, (C,H,,NO, - HCl),PtCl,, 
wurde in drei Formen beobachtet. Beim Versetzen einer al- 
koholischen Lésung von salzsaurem Stachydrin mit alkoholischer 
Platinchloridlésung entsteht ein gelber Niederschlag, der sich 
in Wasser sehr leicht lost und nach dem Einengen der Lésung 
schine, grofe, orangerote Krystalle liefert. Dieses Doppelsalz, 
welches schon von v. Planta und E. Schulze _ beschrieben 
worden ist, enthiilt zwei Molekiile Krystallwasser und gehort 
nach K. v. Haushofer dem rhombischen Krystallsystem an. 
Platinbestimmungen zur Beurteilung der Reinheit unserer Pri- 
parate haben wir wiederholt ausgefiihrt. Ebenso wurden zwei 
Wasserbestimmungen gemacht. Hin und wieder wurde bei der 
Umkrystallisation aus Wasser ein anderes Salz erhalten, in 
unscheinbaren, kleinen Krystallaggregaten. Dieses Salz enthalt 
vier Molekiile Krystallwasser, verwittert aber an der Luft und 
zeigt offenbar die Tendenz, in die erstgenannte Modifikation 
iiberzugehen. 

1. 0,6904 g Substanz verloren beim Trocknen 0,0637 g H,0. 

Fiir (C,H,,NO, - HCl),PtCl, + 4H,O berechnet: 9,36 °/o H,O, 

gefunden: 9,23°%o » 

2. 1,3764 g Substanz wurden mehrere Tage an der Luft 
liegen gelassen. Sie gaben dann beim Trocknen bei 105° einen 
Gewichtsverlust von 0,1234 g, entsprechend nur noch 8,98 °/o H,O. 

Wie schon erwahnt, hatte Jahns das Platindoppelsalz 
nicht niiher beschrieben. Die von ihm kurz erwiihnte Modi- 
fikation, die man bei der Umkrystallisation aus starkem Al- 
kohol in Nadeln erhalten kann, haben wir ebenfalls dargestellt 
und zum Vergleich mit dem Chlorplatinat des auf synthetischem 
Wege erhaltenen Stachydrins herangezogen. 

Die Platindoppelsalze sind in Wasser und verdiinntem 
Alkohol sehr leicht léslich, auch noch in ziemlich konzentriertem 
Alkohol. Dagegen schwer léslich in etwa 80°/oigem und un- 
léslich in absolutem Alkohol. Der Zersetzungspunkt ist inkonstant 
und liegt bei rascherem Erhitzen zwischen 210—220°. 

Stachydrinquecksilberchlorid. Das freie Stachydrin 
wird durch Mercurichlorid nicht gefallt. Salzsaures Stachydrin 
dagegen gibt mit diesem Reagens zuerst eine lige Abschei- 
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dung, die sich leicht in Wasser lést; setzt man mehr Mercuri- 
chlorid zu, so entsteht eine krystallinische, schwerlosliche Fal- 
lung. In Alkohol ist dieselbe schwerer léslich als in Wasser, 
weshalb die Ausfallung am zweckmiifigsten in alkoholischer 
Loésung vorgenommen wird. 

Das Stachydrinnitrat erhielten v. Planta und 
Ek. Schulze durch Wechselzersetzung des Chlorids mit Silber- 
nitrat. Es ist sehr leicht léslich in Wasser und krystallisiert 
aus diesem in kleinen, zu spitzigen Aggregaten vereinigten 
Krystallen, 

Das saure Oxalat erhielten wir durch Zusammenfiigen 
iiquivalenter Mengen der freien Base und Oxalsiure. Nach 
starker Konzentration krystallisiert das Oxalat in Nadeln aus. 
Es ist in kaltem, absolutem Alkohol unloslich und kann daher 
in einfachster Weise von einem etwaigen UberschuB eines 
seiner Komponenten befreit werden. In warmem, 95°/oigem 
Alkohol ist es sehr schwer lodslich, unléslich in Chloroform 
und Ather. Aus warmem, mafig verdiinntem Alkohol erhiilt 
man feine, seidengliinzende Krystalldrusen. Schmelzpunkt 
105—107°. 

0.3948 g Substanz wurden mit CaCl, gefallt. Es wurden 0.0949 g CaO 
erhalten, entsprechend 0,1523 g Oxalsaure. 
Fir C,H,,NO, - COOH, berechnet: 38,61 °/o Oxalsdure 
COOH $ gefunden: 38,58 °/o > 

Das Sulfat wurde erhalten durch Versetzen von Stachy- 
drinchlorid mit der fquivalenten Menge Silbersulfat in wasseriger 
Losung. Es ist in Wasser sehr leicht léslich, aber nicht zer- 
flieBlich. Das Salz wurde aus verdiinntem Alkohol umkrystalli- 
siert und tiber Schwefelsdure getrocknet. 

0,2780 g Substanz gaben 0,1540 g BaSO,. 
Fiir (C,H,,NO,), -H,SO, + 2H,O 
Berechnet: Gefunden: 
H,SO, = 23,33 °/o H,SO, = 23,27 °%o. 

Das Salz enthialt also 2 Molekiile Krystallwasser. 

Der Stachydrinmethylester, C,H,,N - COO - CH,(HC1), 
von Jahns dargestellt, ist nur in saurer Lésung bestiandig. 
Das Chloraurat des salzsauren Esters krystallisiert in zarten 
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glanzenden Blattchen, die in Wasser schwerer loslich sind, 
als das Stachydringoldchlorid. Schmelzpunkt 85°.!) 

Der Stachydrinadthylester, C,H,,N - COO - C,H, - HCI, 
ist ebenfalls nur in saurer L6sung bestiindig. In einem Versuche 
wurde unter guter Kiihlung zur Lisung dieses Esters in kleinen 
Portionen feste Pottasche eingetragen, bis ein steifer Brei 
entstand, hierauf wurde mit Ather mehrere Male ausgezogen. 
Der Ester war quantitativ verseift worden, denn es ging nichts 
in den Ather iiber, wiihrend aus dem Pottaschebrei nach dem 
Neutralisieren mit Salzsiiure und wiederholtem Behandeln der 
getrockneten salzsauren Salze mit absolutem Alkohol das Stachy- 
drin unveriindert erhalten werden konnte. 

Niihere Angaben tiber den Ester und sein Golddoppelsalz 
siehe weiter unten. 

Das jodwasserstofisaure Salz des Athylesters ist offenbar 
identisch mit der von Willstatter und Ettlinger?) er- 
haltenen und als Jodmethylat des Hygrinsdureithylesters be- 
schriebenen Verbindung. Es ist in Wasser, Alkohol und Methyl- 
alkohol spielend leicht, in Essigither in der Kélte sehr schwer, 
in der Hitze schwer léslich, unléslich in Ather. Schmelzpunkt 
88—89°. Bei der Verseifung mit Natronlauge erhielten die 
genannten Autoren das Natriumsalz des Hygrinsaéurejodmethylats 
(jodwasserstoffsauren Stachydrins). Schmelzpunkt 213—214°. 

Gegen die sogenannten Alkaloidreagenzien verhiilt sich 
das Stachydrinchlorid in wisseriger Losung folgendermafen: 
Phosphorwolframsiure gibt eine weife, Phosphormolybdansiure 
eine gelbliche, Kaliumwismutjodid eine rote Fillung. Kalium- 
quecksilberjodid bringt eine, im Uberschu8 des Reagens lis- 
liche Fiillung hervor. Kaliumperjodid erzeugt einen dunkel 
gefirbten Niederschlag; derselbe entsteht nicht, wenn man 
die Lésung alkalisch macht. Gerbsaure fallt nichts, mit Pikrin- 
siiure entsteht nur bei starker Konzentration der Losung eine 
Fillung. Ist die Lésung verdiinnter, so scheiden sich erst 
nach einiger Zeit Krystalle in Form rechtwinklig begrenzter 
Nadeln aus. Schmelzpunkt 195—196°. 


!) Jahns, l. c. 
*) Annal. d. Chemie, Bd. CCCXXVI, S. 91. 
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Uber das Stachydrin usw. 


Verhalten des Stachydrins gegen Phosphorwolfram- 
sdure und gegen Mercurichlorid. 


Da wir zur Isolierung des Stachydrins seine Fiillbarkeit 
durch Phosphorwolframsiiure und durch Mercurichlorid be- 
nutzten, so wollen wir tber sein Verhalten gegen die genannten 
Reagenzien einige nihere Angaben machen. 

Wenn man eine wisserige Lésung von Stachydrinchlorid 
mit Phosphorwolframsiiure versetzt, so scheidet sich sofort ein 
weifer Niederschlag aus, der auch beim Erhitzen nicht in 
Lésung geht. Daf das Stachydrin durch Phosphorwolfram- 
siiure aus seinen LOsungen nicht quantitativ gefallt werden 
wirde, lieB sich auf Grund der an anderen Basen gemachten 
Erfahrungen von vornherein vermuten. Dieser Vermutung ent- 
sprach auch der experimentelle Befund. Wieviel Stachydrin in 
das Filtrat tiberging, ist aus nachfolgenden Angaben zu ersehen: 

1. Wir lésten 0,5390 g Stachydrinchlorid in 5 ccm 5°/oiger 
Schwefelsiure und fiigten dann eine ziemlich konzentrierte 
Phosphorwolframsiiurelisung in schwachem Uberschuf zu. Nach 
24 Stunden wurde der Niederschlag abfiltriert und mit 5°/o iger 
Schwefelséure ausgewaschen. Im Filtrat fanden wir nach 
Kjeldahls Methode 0,00072 g N.!) Demnach waren nur 
1,74°/o der angewendeten Stachydrinmenge in das Filtrat tiber- 
gegangen. 

2. Fiir zwei andere, in der gleichen Weise ausgefiihrte 
Versuche verwendeten wir geringere Quantitéten von Stachy- 
drinchlorid. Dabei erhielten wir folgende Resultate: 

a) Angewendet (,2561 g Stachydrinchlorid. Im Filtrat 
fanden sich 0,0009 g N. Also waren 4,88°/o des angewendeten 
Stachydrins der Ausfallung entgangen. 

b) Angewendet 06,1950 g Stachydrinchlorid. Im Filtrat 


1) Da beim Erhitzen des Filtrats mit Schwefelsiure eine Ausschei- 
dung von Ammoniumphosphorwolframat erfolgen kann, so wurden die 
Kélbchen, in denen das Erhitzen vorgenommen wurde, nach dem Aus- 
cieflen der Flissigkeit noch mit Wasser, welchem etwas Natronlauge zu- 


gesetzt worden war, ausgespiill. 
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fanden sich 0,00072 g N. Also waren 4,72°/0 des angewendeten 
Stachydrins der Ausfallung entgangen. 

Ks ist darauf aufmerksam zu machen, daf in diesen 
drei Versuchen im Filtrat ungefiéhr die gleichen Stickstoff- 
mengen (0,00072—0,0009 g) enthalten waren. In Prozenten 
ausgedriickt, betrug aber der nicht gefiillte Teil des Stachydrins 
in den beiden letzten Versuchen bedeutend mehr, als im ersten 
Versuch, weil dort weniger Stachydrinchlorid verwendet wurde 
als hier. 

Dali das Stachydrinchlorid sowohl in wasseriger wie in 
alkoholischer Lisung durch Merkurichlorid gefallt wird, geht 
aus den friiher gemachten Angaben schon hervor. Versetzt man 
aber eine wiisserige Lésung des genannten Salzes nur mit 
einer geringen Mercurichloridmenge, so entsteht kein Nieder- 
schlag; erst nach stirkerem Zusatz des Reagens entsteht eine 
Fiillung, die aus feinen Krystallen besteht. Um festzustellen, 
wieviel vom Stachydrinchlorid der Fillung entgeht, versetzten 
wir eine ziemlich konzentrierte wisserige Losung dieses Salzes 
mit Mercurichlorid in sechwachem Uberschuf8; nach mehrtigigem 
Stehen wurde das Filtrat mit Hilfe einer kleinen Nutsche vom 
Niederschlage getrennt. Der letztere wurde mit etwas Wasser 
ausgewaschen, das mit dem Waschwasser vereinigte Filtrat 
mittels Schwefelwasserstoffs vom Quecksilber befreit. Die vom 
Schwefelquecksilber abfiltrierte LoOsung wurde eingedunstet, 
das dabei zuriickbleibende Stachydrinchlorid im Vakuumexsikka- 
tor getrocknet und hierauf gewogen. Der Versuch gab folgen- 
des Resultat: 

Angewendet 0,3548 g Stachydrinchlorid. Aus dem Filtrate 
wurden wieder erhalten 0,0360 g Chlorid = 10,14°/o der an- 
gewendeten Menge. 

Unter den von uns gewihlten Versuchsbedingungen waren 
also ungefiihr 90°/o des Stachydrins in den Niederschlag ein- 
gegangen. Es braucht kaum gesagt zu werden, dai man den 
durch die unvollstiindige Ausfillung des Stachydrins bedingten 
Verlust sehr stark verringern kann, indem man das Filtrat ein- 
engt und das dabei auskrystallisierende Stachydrinquecksilber- 
chlorid noch gewinnt. 
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In welchem Grade das Stachydrin in alkoholischer Lésung 
durch Mercurichlorid ausgefallt wird, ist aus folgenden Ver- 
suchen zu ersehen: 

a) Eine alkoholische Lésung von 0,3544 g Stachydrin- 
chlorid wurde mit einer alkoholischen Mercurichloridsolution 
in schwachem Uberschu8 versetzt, der krystallinische Nieder- 
schlag nach einigen Tagen abgenutscht und mit absolutem 
Alkohol ausgewaschen. Das durch Eindunsten vom Alkohol, 
durch Schwefelwasserstoff vom Quecksilber befreite Filtrat 
lieferte beim Verdunsten 0,0097 g Stachydrinchlorid (im Va- 
kuumexsikkator getrocknet). Demnach waren 2,74°/o des an- 
gewendeten Stachydrinchlorids der Fallung entgangen. 

b) Fiir einen zweiten, in der gleichen Weise ausgeftihrten 
Versuch wurden 0,3243 g Stachydrinchlorid verwendet; aus 
dem Filtrat wurden 0,0163 g Chlorid wieder gewonnen; dem- 
nach waren 5,03°/o der Fillung entgangen. 

Im Mittel waren demnach 96,1°/o des fiir die Versuche 
verwendeten Stachydrinchlorids in die Fiallung eingegangen. 
Ks liegt auf der Hand, dafi man auch in diesem Falle durch 
Kinengen des Filtrats noch etwas Stachydrinquecksilberchlorid 
zum Auskrystallisieren bringen und auf diese Weise den Sub- 
stanzverlust verringern kann, der durch die nicht vollstandige 
Ausfallung des Stachydrins durch die alkoholische Merkuri- 
chloridl6sung verursacht wird. 

Wie aus den im vorigen gemachten Angaben hervorgeht, 
ist die Abscheidung des Stachydrins mit Hilfe der genannten 
Fallungsmittel aus den Pflanzenextrakten mit Substanzverlusten 
verbunden, doch sind diese Verluste nur gering. Man kann 
daher durch Wiagung des bei Zerlegung des Quecksilberdoppel- 
salzes erhaltenen Stachydrins den Gehalt der Pflanzenextrakte 
an dieser Base wenigstens approximativ ermitteln. 


Nachweis des Stachydrins. 


Wenn man das Stachydrin in der von uns angegebenen 
Weise aus einem Pflanzenextrakt abscheidet und vom Chelin 
trennt, so erhilt man es in Form seines salzsauren Salzes. 
Die Identifizierung dieses Salzes ist leicht, denn dasselbe gibt 
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beim Erhitzen in einem Glasréhrchen Diaimpfe, die einen mit Salz- 
siure befeuchteten Fichtenspan rot farben (Pyrrolreaktion). 
Ferner zeigt das aus jenem Salze dargestellte Chloraurat unter 
dem Mikroskop eine charakteristische Form, wie oben schon 
angegeben worden ist. Im tibrigen sei hier auf die Angaben 
verwiesen, die iiber die Identifizierung der Betaine in der vorher- 
gehenden Abhandlung von uns gemacht worden sind. 


Verhalten des Stachydrins im menschlichen Korper. 


Im Hinblick auf das Vorkommen des Stachydrins in den 
als Nahrungsmittel verwendeten Stachysknollen und in den offi- 
zinellen Orangenbliittern war es wiinschenswert, das Verhalten 
dieser Base im menschlichen Korper zu untersuchen. Nachdem 
durch Versuche an einem Hunde, welchem Stachydrinchlorid 
in Quantitiiten bis zu 1 g gegeben wurde, festgestellt worden 
war, dafi das Stachydrin nicht giftig ist, nahm der eine von 
uns (G. T.) an zwei verschiedenen Tagen je 1 g salzsaures 
Stachydrinchlorid in Portionen von 0,25 g ein. Diese Dose 
brachte eine ungiinstige Wirkung in keinerlei Weise hervor. 
Wihrend der Versuchszeit und am nachstfolgenden Tage wurde 
der Harn gesammelt. Der in den beiden Versuchsperioden 
erbaltene Harn wurde sodann vereinigt und nun auf einen Ge- 
halt an Stachydrin untersucht. Dies geschah in folgender Weise: 
wir versetzten den Harn mit Bleiessig, beseitigten den dadurch 
entstandenen Niederschlag und engten das Filtrat im Wasser- 
bade stark ein; dann wurde dasselbe mit Schwefelsdure stark 
angesiiuert, durch Filtration vom Bleisulfat befreit und hierauf 
mit Phosphorwolframsiéure versetzt, so lange als dies Reagens 
noch eine Fiillung hervorbrachte. Der Niederschlag wurde ab- 
filtriert, mit 5°/oiger Schwefelsiure ausgewaschen, dann mittels 
Baryumhydroxyd zersetzt. Nachdem das Ammoniak ausgetrieben 
worden war, wurde die Masse aufs Filter gebracht, das Filtrat 
mittels Kohlensiiure vom iiberschiissigen Baryt befreit. Die 
durch Filtration vom Baryumcarbonat befreite, sodann mit Sal- 
petersiure neutralisierte Lésung versetzten wir nun mit Silber- 
nitrat und Barytwasser, beseitigten den dadurch erzeugten 
Niederschlag und fallten nach Entfernung des geldsten Silbers 
und des iiberschiissigen Baryts die im Filtrat noch vorhan- 
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denen Basen wieder durch Phosphorwolframsaure. Der Nieder- 
schlag wurde wieder mittels Baryumhydroxyds zersetzt, die 
dabei erhaltene Basenlésung mit Salzsiiure angesiduert und so- 
dann eingedunstet. Den Verdampfungsriickstand behandelten 
wir mit Weingeist und versetzten die dabei erhaltene Losung 
mit Mercurichlorid. Die durch dieses Reagens hervorgebrachte 
krystallinische Fallung wurde nach mebhrtiigigem Stehen ab- 
filtriert und durch Schwefelwasserstoff zersetzt. Die dabei er- 
haltene Lésung lieferte nach starkem Einengen Krystalle, die 
zur Entfernung der Mutterlauge auf eine Tonplatte gebracht 
wurden: ihr Gewicht betrug 0,7 g. Es zeigte sich, dafi dieses 
Produkt nicht einheitlich war; es léste sich nur zum Teil in 
absolutem Alkohol. Dieser Teil gab mit Goldchlorid eine Fallung, 
die sich in heifem Wasser unter Abscheidung von Gold loste. 
Nach wiederholtem Umkrystallisieren, wobei noch mehrmals 
kleine Goldausscheidungen durch Filtration entfernt werden 
muBbten, gelang es, ein Chloraurat zu gewinnen, welches in 
seinen Eigenschaften mit Stachydringoldchlorid tibereinstimmte. 
Es zeigte unter dem Mikroskop die charakteristische Form dieses 
Doppelzalzes und schmolz gleichzeitig mit einem Vergleichs- 
praiparat; auch im Gemenge mit letzterem zeigte es den gleichen 
Schmelzpunkt. Ferner konnte die Pyrrolreaktion deutlich er- 
halten werden. 

Aus den im vorigen mitgeteilten Versuchsergebnissen ist 
zu schliefen, dali ein Teil des eingenommenen Stachydrins 
unveriindert in den Harn tibergegangen war. Das Stachydrin 
scheint sich also im KOrper ganz iihnlich den beiden anderen 
Pflanzenbetainen zu verhalten. 


III. Die Konstitution des Stachydrins. 
Wie schon in der Einleitung erwihnt worden ist, sprach 
EK. Jahns (loc. cit.) die Vermutung aus, dai das Stachydrin 
eine Dimethylaminoangelikasiéiure sei, erklirte es aber 
zugleich fiir mdglich, dafi dasselbe nicht von der Angelikasiure, 
sondern von einer isomeren ungesittigten Saure sich ableite. 
In einer im April 1909 in dieser Zeitschrift!) publizierten vor- 





1) Bd. LIX, S. 233 (1909). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVII. 6 
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liiufigen Mitteilung haben wir nachgewiesen, dafi diese Annahme 
nicht haltbar ist, da sie im Widerspruch mit dem Verhalten 
des Stachydrins gegen Ubermangansiure steht. Wir erkliirten 
es in dieser Mitteilung fiir wahrscheinlich, dafi die genannte 
Base einen Pyrrolidinring enthalte und als das Methylbetain 
der Hygrinsiéiure anzusehen sei — eine Verbindung, die man 
auch wohl als N-Methylhygrinsaure bezeichnet. Wir stellten 
zugleich Versuche in Aussicht, deren Zweck die sichere Be- 
griindung dieser Anschauung und die Synthese des Stachydrins 
waren. 

Durch diese vorliufige Mitteilung glaubten wir die unge- 
storte Bearbeitung dieses Gegenstandes uns gesichert zu haben. 
Dies ist aber ein Irrtum gewesen. In einer im Septemberhetft 
der Berichte der Deutsch. chem. Gesellschaft!) publizierten 
Abhandlung tiber die Hydrolyse des Caseins sagt R. Engeland, 
dai das Stachydrin ohne Zweifel identisch mit der von ihm dar- 
gestellten N-Methylhygrinsadure sei; er hat dann im Oktober 1909 
im Archiv fiir Pharmazie?) eine am 18. September 1909 der 
Redaktion dieses Archivs eingelieferte Abhandlung tiber die 
Konstitution des Stachydrins folgen lassen. Weder in der einen 
noch in der anderen Abhandlung erwiahnt Engeland unsere 
vorlaufige Mitteilung tiber das Stachydrin, die ihm doch nicht 
unbekannt geblieben sein kann.*) Bemerkenswert ist noch, 
dafi Engeland in einem am 10. Februar 1909 in der Gesell- 
schaft zur Foérderung der gesamten Naturwissenschaften zu 
Marburg gehaltenen Vortrage, in welchem er die wichtigsten 
Resultate seiner spiiter im Septemberheft der Berliner Berichte 
publizierten Arbeit mitteilte, das Stachydrin gar nicht erwahnt 
hat:+) man kann daraus schlieBen, daf ihm damals, ungefahr 
2 Monate vor dem Erscheinen unserer Mitteilung, der Gedanke 


1) Bd. XLII, S. 2962 (1909). 

*) Bd. CCXLVII, S. 463 (1909). 

*) Referate unserer Mitteilung sind auch im Chemischen Zentral- 
blatt, Biochemischen Zentralblatt, der Chemiker-Zeitung, unter Anfiihrung 
der von uns aufgestellten Strukturformel gebracht worden. 

‘) Wie wir aus den Sitzungsberichten der genannten Gesellschaft 


ersehen haben. 
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in die Identitaét seiner N-Methylhygrinsaéure mit dem Stachydrin 
noch gar nicht gekommen war. 

Es liegt nicht in unserer Absicht, Engelands Arbeit hier 
einer eingehenden Kritik zu unterwerfen; aber wir wollen doch 
darauf aufmerksam machen, daf Engeland es unterlassen hat, 
seine N-Methylhygrinsiiure mit einem aus Pflanzen dargestellten 
Stachydrin-Priéparat zu vergleichen. Andernfalls wiirde er ge- 
funden haben, dafi zwischen diesen beiden Substanzen doch 
noch eine Verschiedenheit besteht; denn das natiirliche Stachy- 
drin ist optisch inaktiv, wahrend die von Engeland aus ak- 
tivem Prolin erhaltene N-Methylhygrinsiure sich im Polari- 
sationsapparat als linksdrehend erwies. Engeland hat sich 
darauf beschriinkt, die tiber das Verhalten der letztgenannten 
Stickstoffverbindung von ihm gemachten Beobachtungen mit 
den Angaben zu vergleichen, die sich tiber das Verhalten des 
Stachydrins in der Literatur finden. Das beweiskraftigste der 
von ihm fiir die Identitat der beiden Substanzen beigebrachten Ar- 
gumente ist durch die auf seine Veranlassung von Dr. Schwantke 
ausgefiihrte krystallographische Untersuchung des Platindoppel- 
salzes der N-Methylhygrinséure geliefert worden; es zeigte 
sich néimlich, daB dieses Doppelsalz in seinen Formen mit dem 
friiher auf Veranlassung von A. v. Planta und E. Schulze 
loc. cit.) von K. v. Haushofer krystallographisch untersuchten 
Stachydrinplatinchlorid iibereinstimmte. 

Die oben zitierten Abhandlungen Engelands erschienen 
kurz vor dem Abschluf unserer Versuche. Eine Mitteilung 
liber die damals uns schon vorliegenden Resultate dieser Ver- 
suche wurde von uns im Dezemberheft der Berliner Berichte ') 
verOffentlicht. Im folgenden teilen wir diese Resultate mit den 
inzwischen noch erhaltenen Erganzungen ausfiihrlicher mit. 

Wir wollen hier nicht unerwihnt lassen, dai die Aufgabe, 
die in unserer vorldufigen Mitteilung tiber die Konstitution des 
Stachydrins aufgestellte Hypothese auf ihre Richtigkeit zu prifen, 
uns sehr dadurch erleichtert wurde, daf die Arbeiten R. Will- 
statters?) iiber die Hygrinséure schon vorlagen. 





*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XLII, S. 4654. 
2) Auch sind wir diesem Forscher zu Dank verpflichtet fiir die Rat- 
6* 
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Darstellung von Hygrinséure aus Stachydrin. 


Wenn die in der vorliiufigen Mitteilung tiber die Kon- 
stitution des Stachydrins von uns ausgesprochene Annahme 
richtig war, so mubte es méglich sein, durch Abbau des Stachy- 
drins zur Hygrinsiure zu gelangen. Wir suchten dieses Ziel] 
anfangs durch Erhitzen des Stachydrinchlorids zu_ erreichen, 
in der Voraussetzung, dah dieses Salz dabei unter Abspaltung 
von Methylchlorid in Hygrinsiiure tibergehen werde. Dies scheint 
auch in der Tat der Fall zu sein; doch waren bei Isolierung 
der Hygrinsiiure Schwierigkeiten zu tberwinden, die wohl vor- 
zugsweise dadurch bedingt waren, daf das salzsaure Stachydrin 
erst bei 235° sich zersetzt, waihrend nach Liebermann und 
Cybulski') die Hygrinséiure schon beim Erhitzen tiber ihren 
Schmelzpunkt (164°) sich unter Abgabe von Kohlensiure zu 
zersetzen beginnt.?) 

Zu besseren Resultaten kamen wir, als wir an Stelle des 
Stachydrinchlorids dessen Athylester der Destillation unter- 
warfen. Die Ausbeute an Hygrinsiure, bezw. Hygrinsauredathy!- 
ester, die wir auf diese Weise erhielten, war immerhin aus 
Griinden, die im folgenden erértert werden sollen, nicht grofs. 
Wir haben daher mit dem durch den Abbau erhallenen Ma- 
terial sparsam umgehen miissen. Indessen konnten wir unseren 
Zweck, wie sich zeigen wird, doch vollkommen erreichen und 
es auber Zweifel stellen, daf wir bei der Destillation Hygrin- 
siure erhalten hatten. 

Kine Methode, die bessere Ausbeuten an Hygrinsiure 
geben diirfte, haben wir gegen Abschlub unserer Versuche auf- 
gefunden. Es ist die Destillation des Stachydrins selbst, welches, 
scharf getrocknet, auf seinen Zersetzungspunkt erhitzt, nach 


schlaige, die er uns bei Ausfiihrung dieses Teils unserer Arbeit in bezug 
auf mehrere Punkte zu geben vermochte. 
') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVIII, 8. 578, u. Bd. XXIX, S. 2050. 
*) In Betreff der Details der in diesen Versuchen erhaltenen Er- 
gebnisse verweisen wir auf die friiher schon zitierte Inauguraldissertation 
von G. Trier (S. 47 ff.). 
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Art aliphatischer a-Betaine!) und aromatischer Betaine®) in den 
ssomeren Ester, den Hygrinséuremethylester, tibergeht. 

Der Grund, weshalb die Ausbeute an Hygrinsiureithyl- 
ester eine unbefriedigende war (es wurden nur etwa 20°/o der 
‘theoretischen Menge erhalten), liegt offenbar in der leichten 
Verseifbarkeit des Stachydrinesters. Ist es doch schon bei der 
Umwandlung der bei der Spaltung von Eiweifistoffen erhaltenen 
Aminosauren in ihre Ester, wie es nach der von Emil Fischer 
ausgearbeiteten Trennungsmethode geschieht, durch einmalige 
Veresterung selbst unter Anwendung aller Kautelen unmdglich, 
eine quantitative Uberfiihrung der Séuren in ihre destillier- 
baren Ester zu erreichen. Dagegen gelingt es wohl, durch 
Alkalischmachen und Ausziehen der Ester mittels Ather, die 
Ester von den unverinderten Aminosauren zu trennen. Anders 
liegen die Verhiiltnisse bei den zu «Betainen» methylierten 
Aminosiéiuren. In diesen Verbindungen ist durch den Eintritt 
von Alkylgruppen an den Stickstoff die basische Natur verstarkt, 
der Saurecharakter aber soweit zuriickgedringt, dali die Ester 
schon durch milde Alkalien verseift werden und auch in saurer 
Losung sich nach und nach, besonders bei erhdhter Tempe- 
ratur, wieder in salzsaures «Betain» und Alkohol zersetzen. 

Die leichte Verseifbarkeit des Stachydrinmethylesters war 
schon Jahns (I. c.) bekannt. 

Um nun diese Riickverwandlung des veresterten Stachy- 
drins méglichst zu verringern, verfuhren wir in der Weise, dab 
wir in sehr konzentriert-alkoholischer Losung arbeiteten und 
sodann den Uberschuf der Salzséure, sowie des Alkohols im 
Vakuum entfernten. 

Es wurden Portionen von je 5 g Stachydrinchlorid mit 
wenig absolutem Alkohol tibergossen und trockenes Chlorwasser- 
stoffgas eingeleitet. Hierbei fand Erwirmung statt und alles 
ging in Lésung. Sodann wurde gut gekiihlt und die so erhal- 





1) Willstatter, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, S. 584. 

*) Willstatter u. Kahn, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVII, 
>. 41. Auch das dem Stachydrin nahestehende, synthetisch erhaltene 
‘-Aminovalerobetain gibt diese Umwandlung. Willstatter und Kahn, 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVII, S. 1853. 
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tene, mit Chlorwasserstoffsdure stark iibersattigte LOsung in der 
Druckflasche liingere Zeit stehen gelassen. Oder es wurde 
auch so verfahren, dafi die mit Salzsiiure gesiittigte Losung erst 
mehrere Stunden unter Riickflubktihlung gekocht wurde und 
dann wieder unter guter Kithlung mit Chlorwasserstoff tiber- 
siittigt und in der Druckflasche liingere Zeit stehen gelassen wurde. 

Die L6sung wurde dann im Vakuum bei gewohnlicher 
Temperatur von der tiberschiissigen Salzsiure und dem groBten 
Teil des Alkohols befreit, sodann die Temperatur langsam ge- 
steigert, bis die ganze Masse im Destillierkilbchen zu einem 
krystallinischen Sirup erstarrte. 

Das auf diese Weise erhaltene salzsaure Salz des Stachy- 
driniithylesters ist in Wasser und Alkohol sehr leicht, nicht 
aber in Ather lislich. Die wasserige Lésung lieferte mit Gold- 
chlorid einen hellgelben Niederschlag, der zu orangeroten Ol- 
tropfen zusammenschmolz, dann erstarrte und sich nur schwer 
umkrystallisieren lie}, da er auch in heifbem Wasser schwer 
loslich ist. Schmelzpunkt 59—60°. 

0.2288 g Substanz: 0,0887 g Au. 
Berechnet fiir C,H,,N - AuCl,: Gefunden: 
38,58 °/o Au 38,77 °/o Au. 

Das Goldsalz des Esters ist schwerer loéslich als jenes des 
Stachydrins und fiillt daher friiher aus. Der etwas zu hoch 
gefundene Goldgehalt lift indes die Moglichkeit zu, dab das 
analysierte Goldsalz des salzsauren Athylesters auch kleine 
Mengen des Stachydringoldsalzes einschloH. Wird bei der Dar- 
stellung des salzsauren Esters weniger vorsichtig verfahren, so 
erhilt man Goldsalze, die groBere Mengen des Stachydringold- 
salzes enthalten, wie die folgende Zusammenstellung zeigt: 

I. II. Hf. lV. 


Golddoppelsalz Golddoppelsalz Fur ein Gemisch Werte fir 
von von von ‘3 von I das 
Stachydrin Stachydrinathylester und */s von II Golddoppelsalz 
Berechnet: Berechnet: Berechnet: Gefunden: 

( 17,39 %o C = 21,13 %0 =19,88%  C = 19,91) 
H 2,92 ° 0 H = 3,55, H 3,340 H = 3,87 °/c 
Au = 40,82 °/o Au = 38,58 "0 Au = 39,33 °/o Au = 39,40" 5 


Die gefundenen Werte fiir C, H und Au stimmen also fiir 
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ein Gemisch der Golddoppelsalze, in welchem sich das Ver- 
hialtnis des Stachydrinsalzes zu jenem seines Esters wie 1: 2 
verhalt. Weit ungiinstiger mu also das Verhiiltnis des ver- 
seiften Anteils zum unverseiften im salzsauren Ester selbst liegen. 

Da iibrigens ein Teil des Esters auch bei sorgfiiltigster 
Behandlung verseift wird, konnten wir in einfachster Weise 
zeigen durch Aufstreichen des erhaltenen krystallhaltigen Sirups 
auf eine Tonplatte. Das sehr hygroskopische salzsaure Salz 
des Athylesters geht vollstiindig in die Tonplatte hinein und 
das zuriickbleibende Salz ist reines Stachydrinchlorid. Auch das 
Pikrat des Athylesters ist schwerer léslich als jenes des Stachy- 
drins selbst. Es wurde in Nadeln erhalten, die bei 94—96° 
schmolzen. 

Da zur Destillation scharf getrocknete Priparate verwen- 
det werden mussen, wurde das krystallinisch erstarrte Salz des 
Stachydrinathylesters bei einer allmihlich bis auf 120° ge- 
steigerten Olbadtemperatur im Vakuum getrocknet. 

Da das Salz, wie aus dem im vorigen Gesagten hervor- 
geht, jedenfalls auch Stachydrinchlorid enthielt, mufte damit 
gerechnet werden, dai der bei der Spaltung entstehende Hy- 
grinsiiureithylester durch basische Spaltprodukte, wie sie in 
den Vorversuchen mit Stachydrinchlorid erhalten wurden, ver- 
unreinigt sein werde. Tatsichlich konnten wir auch aus diesem 
Ester immer erst dann zu einheitlichen Derivaten gelangen, 
wenn das Destillationsprodukt mit basischen Mitteln (Kupfer- 
hydroxyd, feuchtes Silberoxyd) in der Wiirme behandelt wurde. 

Die Zersetzung der salzsauren Salze begann bei 235° 
unter Aufschiumen. Das Destillationsprodukt wurde noch ein- 
mal destilliert; dabei ging der Hygrinsduredthylester zwischen 
77—79° bei 18 mm Druck tiber. Willstétter und Ettlinger!’) 
geben fiir diesen Ester einen Siedepunkt von 75—76° bei 
12 mm an. 

Der in dieser Weise gewonnene Ester war mit Wasser, 
Alkohol und Ather mischbar; die wiisserige Lisung reagierte 
stark alkalisch. Der Ester war auch nach der zweiten Destilla- 
tion nicht ganz rein, denn er firbte sich nach einigem Stehen 


1) Liebigs Annalen, Bd. CCCXXVI, S. 126. 
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auch bei LuftabschluB gelb und hatte einen unangenehmen 
Geruch. | 
Mit Platinchlorid gab die wasserige Losung keine Fiillung. 
Das Golddoppelsalz war in kaltem Wasser schwer, auch in 
heifem Wasser wenig léslich, léslich in Alkohol. Aus Wasser 
krystallisierte es in rechtwinklig begrenzten Prismen. Diese 
Angaben stimmen mit denjenigen von Willstatter und Ett- 
linger (1. ¢.) iberein. Den Schmelzpunkt dieses Salzes geben 
diese Autoren mit 109—110°, nach dem Umkrystallisieren mit 
110,5° an. DaB unser, aus dem noch nicht ganz reinen Ester 
dargestelltes Chloraurat nicht einheitlich sein kénne, war voraus- 
zusehen. Wir erhielten Goldsalze vom Schmelzpunkt 104—106°, 
nach mehrfachem Umkrystallisieren bis 108°. 

Beim Versuche, gréBere Mengen des Salzes umzukrystalli- 
sieren, wurde stets Gold ausgeschieden, der Schmelzpunkt sank 
dann, blieb aber in mehreren Fallen konstant bei 84—86°. 
Die aus den verschiedenen Fraktionen erhaltenen Salze gaben 
bei der Analyse ziemlich konstante Goldwerte, namlich: 40,51, 
40,67, 40,88 und 40,90°/o Gold, wahrend fiir Hygrinsaureithy!- 
ester-Chloraurat, C.H,,O,N - AuCl,, sich 39,69°/o berechnet. Die 
analysierten Goldsalze bestanden aus mehr oder weniger ver- 
unreinigtem Hygrinsdéuremethylester-Chloraurat, welcher 
nach der Theorie 40,82°/o Au enthilt. Uber die Entstehung des 
Hygrinsiiuremethylesters wird demnichst an anderem Orte be- 
richtet werden. 

Wir gehen nun zur Beschreibung der Versuche iiber, die 
zur Reindarstellung der Hygrinsaure fiihrten. 

sei der Destillation des salzsauren Stachydrinathylesters 
bildete sich im Destillationskélbchen ein reichliches, gut kry- 
stallisiertes Sublimat; es wurde auf Ton gestrichen und so 
von etwas gefirbten Verunreinigungen befreit, seiner Hygro- 
skopizitiit wegen aber bald wieder vom Ton entfernt. Die Ver- 
bindung enthielt keine Spur Chlor. Sie wurde mit Kupferhydro- 
xyd, das nach der Methode von Heintz!) dargestellt worden 
war, auf dem Wasserbad erwirmt, wobei eine schén dunkel- 


———— 


') Liebigs Annalen, Bd. CXCVIII, S. 49. 
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blau gefiirbte Losung entstand. Das so erhaltene Kupfersalz 
erwies sich identisch mit hygrinsaurem Kupfer. 

Die Hauptmenge dieser Verbindung wurde aber aus dem 
unreinen Hygrinsduredthylester erhalten und zwar entweder 
durch Erhitzen desselben mit Wasser im Einschlubrohr bei 
120° und Erwarmen der so erhaltenen Lésung mit Kupfer- 
hydroxyd auf dem Wasserbade, oder direkt durch Kochen des 
Esters mit Kupferhydroxyd, wobei ebenfalls vollstiindige Ver- 
seifung eintrat. 

Die blau gefiirbte Lésung wurde vom iiberschiissigen 
Kupferhydroxyd abfiltriert, eingedunstet, in der Wirme mit 
Chloroform aufgenommen und sodann durch Ather in_hell- 
blauen, kleinen Niidelchen gefillt. Das so erhaltene Kupfer- 
salz zeigte in seinen Eigenschaften vollstiindige Ubereinstim- 
mung sowohl mit den Angaben von Liebermann und seinen 
Mitarbeitern (I. c.), als mit jenen von Willstatter und Ett- 
linger (I. ¢.). 

Unsere Priparate waren in Wasser und Alkohol sehr 
leicht léslich, unléslich in Benzol und Ather, in Chloroform 
loslich, besonders in der Warme. Die konzentrierte chloro- 
formische Lésung war, wie die wasserige und alkoholische, 
schon blau gefirbt; beim Zusatz von mehr Chloroform schligt 
die Farbe in rotviolett um, was von Willstatter und Ett- 
linger als charakteristisch bezeichnet wird. Unser Praparat 
zeigte sich auch vollkommen identisch mit einem Vergleichs- 
praparat, das wir aus der nach der Vorschrift von Lieber- 
mann und Cybulski') durch Oxydation von Cuskhygrin mit 
Chromsaure gewonnenen Hygrinsdéure dargestellt hatten. 


Analyse: 
0,1669 g Substanz gaben 0,2747 g CO, und 0,0985 g H,0, 
0.1715 » > >» 13,9 ccm N (bei 17,5°, 721 mm), 
0,1507 » > >» (0297 g Cu. 
Fir (C,H,,NO,),Cu berechnet: Gefunden: 

C = 45,03 °/o CG = 44.89%) 

BH = 630% H = 6,560 

N = 8,76°/o N = 8.85°/o 

Cu = 19.88 °Jo Ca = 19,73 °c 


') Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVIII, S. 578, Bd. XXX, S. 2050. 
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Wahrend Liebermann und Kiihling!) keinen Schmelz- 
punkt angeben, finden Willstatter und Ettlinger, daf das 
Kupfersalz der Hygrinséure bei 209—210° unter Zersetzung 
schmilzt. Unsere Priiparate der gleichen Verbindung (sowohl 
die aus Stachydrin, wie die aus Cuskhygrin erhaltenen) be- 
gannen sich schon unterhalb 200° zu entfirben. Bei 210° ist 
die Entfiirbung (Zersetzung) eine vollstiindige. Diese Temperatur 
ist aber weniger charakteristisch als jene von 220°, bei welcher 
eine weitergehende Zersetzung unter starkem Aufschéiumen 
erfolgt. 

Zur Gewinnung der freien Hygrinséure wurde das Kupfer- 
salz in wiisseriger LoOsung mit Schwefelwasserstoff zersetzt. 
die vom Kupfersulfid abfiltrierte L6sung auf dem Wasserbad 
stark eingeengt und dann tiber Schwefelsiiure im Exsikkator 
auskrystallisieren gelassen. Es schieden sich strahlig ange- 
ordnete Krystallnadeln aus, die bei liingerem Liegen das Krystall- 
wasser verloren und undurchsichtig wurden. 

Die Siiure zeigte alle Eigenschaften der von Liebermann 
und von Willstiitter beschriebenen Hygrinséure. Sie war in 
Wasser, Alkohol und Methylalkohol spielend leicht loslich, in 
Chloroform léslich, besonders in der Wiarme, in Methylacetat 
in der Kiilte kaum léslich, auch in der Warme schwer loslich, 
unléslich in Benzol und Ather. Gegen Silberoxyd ist sie in 
der Wiirme nicht bestiindig; beim vorsichtigen Erhitzen kleiner 
Mengen sublimiert sie. Sie gab, wie auch alle untersuchten 
Derivate, die Fichtenspanreaktion der Pyrrolderivate. Beim 
Kochen mit Goldchlorid tritt starke Goldausscheidung ein, aber 
nur bei Abwesenheit iiberschiissiger Salzséure. 

Den Schmelzpunkt gibt Liebermann mit 164° an, Will- 
stiitter mit 169—170°. Diese Differenz wird darauf zuriick- 
gefiihrt, dafB Liebermanns Hygrinsiéure, aus dem aktiven 
Hygrin dargestellt, offenbar aktiv war, wihrend Willstatters 
synthetisches Produkt racemisch sein muBte. 

Unsere Hygrinsiiurepriiparate waren optisch inaktiv, sowohl 
die aus dem inaktiven Stachydrin erhaltenen, wie jene aus 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges.. Bd. XXIV, S. 407. 
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Cuskhygrin. Die gut getrockneten Priiparate beiderlei Herkunft 
zeigten stets genau das gleiche Verhalten bei der Prifung auf 
ihren Schmelzpunkt. Sie begannen bei 164° zu erweichen und 
waren bei 169° vollstindig geschmolzen. Vielleicht mag zur 
Erkliirung dieser kleinen Differenz in den verschiedenen An- 
gaben der Hinweis beitragen, dafi Liebermanns Priiparat, 
wie das unsrige, gegen Lackmus in wiasseriger Losung sauer 
reagierte, wahrend die Hygrinsiiure Willstiatters neutrale 
Reaktion zeigte.') 

Beim Eindunsten der Hygrinséiure mit Salzsiiure auf dem 
Wasserbade wurde das wenig charakteristische salzsaure Salz 
erhalten. Es ist in Wasser ungemein leicht léslich, in Alkohol 
in der Kiilte ziemlich, in der Wiirme leicht léslich, in Ather 
unléslich. Die alkoholische Lésung gibt beim Zusatz von Ather 
eine krystallinische Ausscheidung. Das nicht weiter gereinigte 
Salz begann bei 184° zu erweichen und schmolz erst bei 188° 
volilstindig. (Liebermann gibt 188° an, Willstiitter 
187—188°.) 

Das Chloraurat des Hygrinsiurechlorids wurde nach der 
Angabe Willstatters dargestellt und immer in der gleichen 
Form erhalten. Es kann zur Charakterisierung der Hygrinsiiure 
mit Vorteil herangezogen werden. 

Die Lésung der Hygrinsiure wurde mit wenigen Tropfen 
10°/oiger Salzsiiure und dann mit einer konzentrierten Gold- 
chloridlésung versetzt. Es entsteht eine feine Triibung, die 
sofort wieder verschwindet, indem sich ein Ol abscheidet, das 
sich aber in der Fliissigkeit zum Teil list, sodali das Ganze 
den Eindruck einer tibersittigten L6sung hervorruft. Nach 
einiger Zeit, schneller beim Reiben der Wiande der Krystallisier- 
schale mit einem Glasstabe, scheiden sich Krystiillchen aus. 
Beim langsamen Auskrystallisieren erhalt man mehrere Milli- 
meter lange Krystalle, deren Form auch makroskopisch gut 





1) Ebenso erhielt Willstatter neutral reagierende Praparate von 
Pipecolinsiéure, als er diese der Hygrinsiiure isomere Verbindung sorg- 
faltig reinigte, wihrend Mende (Berliner Berichte, Bd. XXX, 8S. 729) saure 
Reaktion der Pipecolinséiure angibt. 
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erkennbar ist. Es wurden in allen Fallen vierseitige Tafelchen 
erhalten von nahezu rechteckiger Gestalt. 

Da das Goldsalz in Wasser ziemlich loslich ist, mu8 das 
Auswaschen mit Vorsicht geschehen. 

0.1407 g Substanz gaben 0,0594 g Au. 
Fir C,H,,NO, -HCl- AuCl, berechnet: Gefunden: 
42,04%lo Au 42,22 %ly Au. 

Das Goldsalz ist in Alkohol, Aceton und Methylacetat 
sehr leicht léslich, unléslich in Ather. Es zeigte beim Schmelzen 
ein etwas anderes Verhalten, als es Willstatter fiir sein aus 
essigiitherischer Lésung durch Zusatz von Ather erhaltenes 
Chloraurat beschreibt. 

Unser Hygrinséiuregolddoppelsalz erweichte beim Erhitzen 
bei ca. 195°, schmolz aber erst zwischen 200—205° unter 
beginnender Zersetzung. In gleicher Weise schmolz das aus 
der Hygrinsiiure aus Cuskhygrin erhaltene Golddoppelsalz. Es 
zeigte auch das gleiche Verhalten bei der Darstellung, die 
gleichen Léslichkeiten und dieselbe Krystallgestalt. Auch im 
Gemisch mit dem aus Stachydrin erhaltenen Golddoppelsalz 
schmolz es in ganz gleicher Weise wie dieses beim gleich- 
zeitigen Erhitzen. 

Das Chloraurat der Hygrinsiéure ist von Liebermann 
und Cybulski nur kurz beschrieben worden. 


Synthese des Stachydrins. 


Mit der Gewinnung von Hygrinséure aus dem Stachydrin 
war der Weg zur Synthese dieser Base gegeben. Schon 
Willstatter und Ettlinger hatten bei ihrer Synthese der 
a-Pyrrolidincarbonsaure (a-Prolin) und der Hygrinsdure, durch 
Uberfiihrung des Hygrinsiiuredthylesters in das Jodmethylat 
eine Verbindung in Hiinden, welche beim Behandeln mit Silber- 
oxyd zweifellos Stachydrin gegeben hitte. 

Der bei der Destillation des salzsauren Stachydrinathy]- 
esters erhaltene, noch unreine Hygrinséureithylester wurde 
in der von Ettlinger!) beschriebenen Weise mit Jodmethy] 


') Dissertation, Miinchen 1902, S. 55, 
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behandelt. Das Produkt begann erst nach mehrwochentlichem 
Stehen uber Schwefelsaéure zu krystallisieren. 

Das Jodmethylat ist, wie jenes von Willstitter und 
Ettlinger, in Wasser und Alkohol sehr leicht, schwer in 
Methylacetat léslich, unlislich in Ather. Dieses noch unreine 
Produkt konnte indessen nicht gut krystallisiert erhalten werden, 
weshalb es direkt mit tiberschiissigem, feuchtem Silberoxyd 
erwaérmt wurde. Die Losung wurde vom Silberjodid und iiber- 
schiissigem Silberoxyd abfiltriert, von dem in LOsung gegangenen 
Silber durch Einleiten von Schwefelwasserstolff befreit und 
schlieBlich eingedunstet. 

Die so erhaltene, neutrale, in Wasser und Alkohol sehr 
leicht lésliche Substanz wurde mit Salzsiure versetzt und mit 
Goldchlorid gefillt. Das so erhaltene Chloraurat erwies sich 
bis in die letzten Fraktionen mit jenem des Stachydrins iden- 
tisch. Beim Umkrystallisieren aus heifem Wasser schmolz es 
élig zusammen und krystallisierte dann in den charakteristischen 
Rhomben. 

Eine Probe des getrockneten Salzes schmolz gleichzeitig 
mit einem aus reinem Stachydrin dargestellten Golddoppelsalz. 
Dann wurde ein Priparat des synthetischen Goldsalzes gleich- 
zeitig mit dem Vergleichspriparat und einem Gemisch der 
beiden erhitzt. Auch hier erfolgte gleichzeitiges Schmelzen 
unter Aufschaumen und vollstindiger Zersetzung. 

0,3367 g Substanz gaben 0,1379 g Au. 
Fiir C,H,,NO, -HCl- AuCl, berechnet: Gefunden: 
Au = 40,82 %o Au = 40,96)». 

Dann wurde aus dem synthetisch erhaltenen salzsauren 
Stachydrin das Platinsalz dargestellt, durch Fiillung seiner 
alkoholischen LoOsung mit alkoholischer Platinchloridlésung. 

Beim Zufiigen weniger Tropfen Wasser und Erwiirmen 
im Wasserbade léste sich die Fiillung auf und beim Erkalten 
krystallisierte in langen, gelben Nadeln das Platindoppelsalz 
des Stachydrins. Diese gleiche Modifikation des Platinsalzes 
ist auch schon von Jahns (I. c.) kurz erwéhnt worden. 

Das Platinsalz schmolz gleichzeitig mit einem in gleicher 
Weise aus reinem, natiirlichem Stachydrin hergestellten Chlor- 











, r e 
G4 E. Schulze und G. Trier, 


platinat. Ebenso schmolz es bei der gleichen Temperatur wie 
das Vergleichspriparat, im Gemisch mit diesem. | 

Beide Salze zeigten auch die gleiche Krystallgestalt, so- 
wie die bemerkenswerte Ejigenschaft, aus der alkoholischen 
Fliissigkeit herausgenommen, binnen wenigen Augenblicken zu 
zerflieien, da mit der Verdunstung des Alkohols die Léslich- 
keit sehr schnell ansteigt.?) 

0.1601 g des synthetischen Platindoppelsalzes gaben 0,0447 g Pt. 
Fiir (C-H,,NO,- HCl),PtCl, berechnet: Gefunden: 


Pt = 27,97 %o Pt = 27,92 %o. 
Zur synthetischen Darstellung des Stachydrins verwendeten 
wir aber auch das Produkt, das nach der Vorschrift von 
Liebermann und Cybulski?) durch Oxydation von Cuskhygrin 
mit Chromsiiure und Schwefelsiiure erhalten worden war. 
Das Gemisch wurde etwa 7 Stunden am RiickfluBkihler 
gekocht. Dann wurde die tiberschtissige Chromséure durch 
Kinleiten von schwefliger Séure zerstort, der Uberschuf8 der 
letzteren durch Kochen verjagt, hierauf mit heifer, gesi&ttigter 
Barytl6sung die Chromsiaure und Schwefelséure entfernt,*) der 
Niederschlag gut ausgewaschen und im Filtrat der tiber- 
schiissige Baryt durch Schwefelséure genau ausgefallt. Die 
Losung wurde nun in zwei Halften geteilt. Die eine wurde 
ganz in der von Liebermann und Kiihling*) angegebenen 
Weise auf hygrinsaures Kupfer und Hygrinséure verarbeitet. 
Die andere Hialfte dunsteten wir ein, veresterten sie sodann 
mit Alhohol und Salzsiiure, setzten die gebildeten Ester in Frei- 
heit und destillierten unter stark vermindertem Druck. Der 
grofte Teil ging zwischen 78—82° bei 14 mm Druck tber. 
Dieser Ester, der noch nicht einheitlich war, wurde mit Jod- 
methyl behandelt. Die Masse wurde bald dickfliissig und kry- 
stallisierte nach einiger Zeit. Die Jodmethylate waren in Wasser 
und Alkohol ungemein leicht léslich. Aus der alkoholischen 


') Bei der Gewinnung des Platinsalzes ist es daher angezeigt, das 
abgenutschte Salz sofort mit absolutem Alkoho] auszuwaschen. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXIX, S. 2050. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXVIII, S. 580, Bd. XXXI, S. 1547, 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXIV, S. 407. 
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Lisung wurden durch Zusatz von Ather Krystallnadeln gefiillt. 
Der Schmelzpunkt konnte nicht genau ermittelt werden, er lag 
aber sicher hoher als der von Willstatter und Ettlinger 
fiir das Jodmethylat des Hygrinséureesters angegebene. 

Die rohen, nur durch Aufstreichen auf Ton etwas gerei- 
nigten Jodmethylate wurden mit tiberschiissigem, feuchtem 
Silberoxyd behandelt, dann wurde filtriert und ausgewaschen, 
das Filtrat durch Einleiten von Schwefelwasserstoff vom Silber 
befreit und im Wasserbade stark eingeengt; hierauf lieBen wir 
die so erhaltenen betaine im Vakuumexsikkator auskrystalli- 
sieren. Sie waren hygroskopisch. 

Sodann wurde mit verdiinnter Salzséure versetzt und mit 
Goldchlorid gefallt. Die Fillung wurde aus viel heifiem Wasser 
umkrystallisiert, wobei mehrere Male die schwerer ldslichen 
Anteile entfernt wurden. Dieses schwerer ldsliche Goldsalz, 
welches, wie wir annehmen, nicht einheitlich ist und neben 
dem Goldsalze des Stachydrins auch das seines niichst hdheren 
Homologen!) enthalt, schmolz héher als das Stachydrinchlor- 
aurat und zeigte eine etwas andere Krystallgestalt. 

Nachdem das Produkt dreimal von schwerer ldslichen 
Salzen befreit worden war, blieb ein Goldsalz zuriick, welches 
in seiner Krystallgestalt vollkommen jJenem wiederholt erwahn- 
ten, sehr charakteristischen Chloraurat des Stachydrins ent- 
sprach. Es wurden nach dem Umkrystallisieren wieder die 
gleichen Identitétsproben durch Vergleich mit einem reinen 
Praéparat aus natiirlichem Stachydrin ausgefiihrt. Das synthe- 
tische, aus dem Cuskhygrin erhaltene Golddoppelsalz schmolz 
sowohl bei gleichzeitigem Erhitzen mit einem aus natiirlichem 
Stachydrin dargestellten Priéparat, als auch im Gemisch mit 
letzterem, gleichzeitig mit diesem. 

Analyse: 0,1842 g Substanz gaben 0,0756 g Au. 

Fir C,H,,NO, -HCl- AuCl, berechnet: Gefunden: 

Au = 40,82 °/o Au = 41,03 °/o. 

Auch alle weiteren Fraktionen bestanden aus Stachydrin- 

golddoppelsalz. 





') Das Nahere tiber die Oxydationsprodukte des Cuskhygrins ist aus 
der Dissertation von G. Trier zu ersehen. 
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Ferner wurde auch das Platindoppelsalz dargestellt, indem 
das Chloraurat durch Einleiten von Schwefelwasserstoff zerlegt, 
das dabei erhaltene salzsaure Stachydrin in absolutem Alkohol 
gelist und mit alkoholischer Platinchloridlésung gefillt wurde. 
Dann wurde im Wasserbade erwirmt und nun tropfenweise 
Wasser zugesetzt, bis alles in Loésung ging. Beim Erkalten 
krystallisierte das Chlorplatinat in Nadeln aus. Die Ausbeute 
reichte fiir eine Analyse nicht aus. Es konnte aber durch die 
gleichen Proben, wie sie mit dem oben beschriebenen synthe- 
tischen Platinsalz ausgefiihrt wurden, die Identitiéit des Priipa- 
rates mit Stachydrinchlorplatinat nachgewiesen werden. 

Die im dritten Abschnitt dieser Abhandlung mitgeteilten 
Versuchsergebnisse fiihren zu der Schlubfolgerung, dafi die von 
A. v. Planta und E. Schulze entdeckte und mit dem Namen 
Stachydrin belegte Base das Methylbetain der Hygrinsidure 
ist und daf ihr die Formel 

70... a, 


H,C\ /CH-C: 0 
N O 

H.C’ CH, 
zukommt. Diese Formel haben wir schon in unserer vorliufigen 
Mitteilung (loc. cit.) fiir wahrscheinlich erklart. 

Wie im Abschnitt II mitgeteilt worden ist, erwies sich 
sowohl das aus Stachysknollen, wie das aus Orangenblattern 
dargestellte Stachydrin als optisch inaktiv. Da eine Ver- 
bindung, deren Konstitution durch die vorstehende Formel sich 
veranschaulichen Jift, ein asymmetrisches Kohlenstoffatom ent- 
hiilt, so gelangt man zu der Schluffolgerung, daB das Stachy- 
drin in den Stachysknollen wie in den Orangenblattern in der 
racemischen Form auftritt. In Ubereinstimmung mit diesen An- 
nahmen steht die Tatsache, daf die von R. Engeland (loc. 
cit.) aus aktivem Prolin erhaltene N-Methylhygrinsaéure optisch 
aktiv war. 

















Uber Verbindungen von Aminosduren und Ammoniak. 
VI. Mitteilung. 
Von 


Peter Bergell und Theodor Brugsch. 





(Der Redaktion zugegangen am 18. Mai 1910.) 


Es ist bekannt,!) dafi das Ferment der Bauchspeichel- 
driise eine Verbindung des Ammoniaks mit einer Monoamino- 
siure, namlich das Leucinamid, spaltet. Der Vorgang er- 
scheint hier in spezifischer Weise begrenzt zu sein. Wie zu 
erwarten, verliuft er asymmetrisch. Zudem ist aber dem 
Pankreasferment das Amid des Leucins wesentlich adiquater 
als die Amide anderer Aminoséuren. Wenigstens erschien 
das Alaninamid recht resistent dem Fermente der Bauch- 
speicheldriise gegeniiber. Es lag nun der Gedanke nahe, 
dafS in Analogie zu der tryptischen Spaltung der Peptide 
andere Organe Fermentkrifte enthalten, die auch Homologe 
des Substrates angreifen, welches fiir das Pankreasferment 
adaquat ist. 

Wir haben nun untersucht, wieweit die Prefsifte ver- 
schiedener Organe die Amide von Aminosiuren spalten. Als 
Substrat diente sowohl d-l-Alaninamid als d-l-Leucinamid. Es 
wurde gefunden, dafi beide Substrate von den Prefsiéften ver- 
schiedener Organe wie Leber, Niere, Milz, Placenta und auch von 
Muskelfleisch fermenthydrolytisch gespalten werden. Der Vorgang 
ist durchweg ein asymmetrischer und wenn wir die optische 
Aktivitaét der entstehenden Spaltprodukte resp. ihrer Derivate als 
ungefahren Mafistab nehmen, so ergaben sich fiir die enzyma- 
tische Kraft der einzelnen Prefsiéfte. graduelle Unterschiede. 

Die Amide von Aminosiuren betrachten wir als Ver- 


‘) P. Bergell und Hanns von Wiilfing, Diese Zeitschrift, 1910, 
IV. Mitteil., Uber Verbindungen von Aminosiéuren und Ammoniak. 


- 
‘ 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXVII. 
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bindungen von Aminosduren und Ammoniak, wenn auch vom 
Standpunkt der organischen Chemie es strittig erscheinen mag. 
ob Séureamide noch als Ammoniakverbindungen anzusehen 
sind. Die Naturkrifte, wie z. B. die Enzyme des Tierkérpers 
spalten diese Verbindungen in Ammoniak und andere Stoffe. 
Wir dirfen auch nicht zweifeln, dafi die Natur imstande ist, 
aus diesen Spaltprodukten die Amide der Aminosiiuren auf- 
zubauen. Die physiologische Chemie berechtigt uns daher, 
hier von Verbindungen von Aminosiuren und Ammoniak zu 
sprechen. 

Wir stellen noch fest, dafB wir diese Fermenthydrolysen 
nicht unter dem Begriff der «autolytischen» Fermente ab- 
handeln wollen. Dai allen Organen fermenthydrolytische 
Eigenschaften innewohnen kénnen, wird niemals ernstlich be- 
stritten worden sein. Dem Begriff der Autolyse haftet aber 
auch der Charakter der postmortalen Veriinderung, der Autodi- 
gestion, an. Die Vorstellung ging dahin, dafi beim Zerfall 
der Zelle Auftreten von Ferment nachweisbar wird. Hiermit 
haben unseres Erachtens viele neue Beobachtungen nichts zu 
tun. Je frischer die Prefsiifte dargestellt werden, um so prompter 
wirken sie, um so schneller der Ablauf der Fermentspaltung, inner- 
halb von Zeiten, die dem Abbau der Nahrstoffe entsprechen. Nie- 
mand darf heute mehr zweifeln, dai die Leberfermente im Sinne 
von Bergell und Lewin, Abderhalden u. a. ebensogut 
fermenthydrolytische Krafte des Organismus sind wie das das 
Glyeyltyrosin, Alanylleucin etc. spaltende Ferment der Bauch- 
speicheldriise. Es deckt sich also nicht der Begriff der 
intracelluliiren tryptischen Fermente mit dem Begriff der 
autolytischen Fermente. Hierbei sei noch darauf hingewiesen, 
dafi das Freiwerden relativ grober Ammoniakmengen immer 
als ein charakteristisches Zeichen der Autolyse gegolten hat. 

Im Anschlufi an unsere Untersuchungen tiber Fermente, 
welche Amide der Aminosiuren spalten, fanden wir einen 
Korper, der fiir die Auffassung der sogenannten roten Biuret- 
reaktion zweifellos von Interesse ist. Leucinamid gibt mit 
Natronlauge und CuSO, eine rote salzartige Verbindung, die 
unter bestimmten Bedingungen in schénen roten Krystallen 
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zu erhalten ist. Die Analyse ergab noch keine volle Auf- 
kliirung und es scheint eine komplexe Verbindung vorzuliegen. 
Immerhin dirfie es wichtig sein, daf ein durch Trypsin spalt- 
barer Stoff eine schén krystallisierte Kupferverbindung gibt, 
welche als der Triiger einer rein roten Biuretreaktion ange- 
sprochen werden darf. 


Experimenteller Teil. 


d-l-Leucinamid und LeberpreBSsaft. 


Zum Versuche diente ein Prefsaft, der aus frischer Kalbs- 
leber nach den bekannten Methoden mit Sand- und Glasscherben 
verrieben und darauf mit Kieselgur vermischt gewonnen war. 

Angewandt wurde fiir jeden Versuch 1,0 g bromwasser- 
stoffsaures Leucinamid, das in wenig Wasser gelést, mit 5 cem 
Prefsaft vermischt und nach Zufiigung einer Spur Soda und 
Toluol bei 37° aufbewahrt wurden. 

Nach 24 Stunden wurde verdiinnt, mit Essigsiure ange- 
siiuert, mit wenig NaCl versetzt und durch Kochen enteiweibt. 
Das Filtrat wurde neutralisiert und nach Zufiigung von 15 ecm 
N-NaOH mit 8-Naphthalinsulfochlorid in Ather mehrstiindig ge- 
schiittelt. Der bei alkalischer Reaktion sich abscheidende Nieder- 
schlag wird abgesogen und gewaschen. Er ist das nur wenig 
verunreinigte Naphthalinsulfoderivat des vom Ferment verschon- 
ten d-Leucinamids. 


B-Naphthalinsulfo-d-Leucinamid. 


Die Menge der aus einem Versuche erhaltenen Substanz 
betrug 0,46 g. Die Substanz sintert im Kapillarrohrchen erhitzt 
bei 190° und ist bei 196° geschmolzen. Sie wird in alkali- 
schem verdiinntem Alkohol (1 Teil Sprit, 1 Teil N-NaOH) ge- 
lost. Die 2°/oige Loésung dreht im 2 dcm-Rohr die Ebene des 
polarisierten Lichts 2° i2‘ nach rechts. Die optische Aktivitat 
ist demnach fast ebenso grof wie bei dem gleichen Versuch 
mit Pankreatin (2° 24‘). Zur Analyse wurde die Substanz noch- 
mals aus heifem verdiinntem Alkohol umkrystallisiert und 
schmolz nunmehr bei 200—202° (korr.). Sie wurde bei 100° 
getrocknet. 
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0,1597 g Substanz gaben 12,3 ccm N (17°, 769 mm). 
C,,H,,0,;N.S berechnet: N = 8,75°,o 
gefunden: » == 8,83%o. 

Aus dem alkalischen Filtrate wurde durch Fallung mit 
Salzsiure Naphthalinsulfo-l-leucin niedergeschlagen, das erst 
nach mehrtagigem Stehen bei 4° krystallisierte. Seine Menge 
betrug bei Vereinigung der aus zwei Versuchen erhaltenen 
Substanz 0,65 g. Die alkalisch-alkoholische Losung der Kry- 
stalle ist linksdrehend. 


d-l-Leucinamid und NierenpreBSsaft. 


Auch fiir diesen Versuch wie fiir die folgenden wurden 
Organe vom Kalb verwendet. 

Der Versuch wurde in gleicher Weise durchgefiihrt. 2 g 
d-]-Leucinamid ergaben 0,93 g B-Naphthalinsulfo-d-leucinamid. 
Die optische Aktivitét stand etwas hinter dem bei dem Leber- 
versuch erhaltenen Priparat zuriick. Die 3°/oige Losung dreht 
2° 24’ nach rechts. Schmelzpunkt 195—197°, nach dem Um- 
ldsen 200—203°. Erhalten an gereinigter Substanz 0,8 g. 

0,1813 g Substanz gaben 0,3938 g CO, 
0.1818 > » >  0,1030 » H,O 
0.1718 » » >» 13,2 ccm N (18°, 769 mm). 


Gefunden: C = 59,23%, H = 6,31°/o, N = 9,01 %o. 
C,.H,,0,N,5. Berechnet: C = 60,00°/o, H = 6,25°/o, N = 8,75 %o. 
Die erhaltene Menge an linksdrehendem B-Naphthalinsulfo- 
l-leucin betrug 0,64 g. 
Bei der Behandlung von d-l-Leucinamid mit MilzpreBsaft 
war das erhaltene Naphthalinsulfoleucinamid schwicher aktiv : 
die 2°/oige LoOsung drehte 0° 36‘ nach rechts. 


d-l-Alaninamid und NierenprebSsaft. 


Zu den Versuchen wurde analysenreines bromwasserstofi- 
saures d-l-Alaninamid angewandt. Im tibrigen wurde der Ver- 
such wie beim Leucinamid durchgefiihrt. Das erhaltene £- 
Naphthalinsulfoalaninamid war stark rechtsdrehend. Die 2°/oige 
Lisung (1 Teil Sprit, 1 Teii Normalnatronlauge) drehte die 
Ebene des polarisierten Lichts 1° 18‘ nach rechts. Unter dem 
Mikroskop erscheinen die Krystalle als spitze Blittchen, die 




















pT ET a AER 3 EFS DOS 








Gi ess new 5 selec ik ali i 





Uber Verbindungen von Aminosiuren und Ammoniak. VI. 101 


zu Fachern und Rosetten gelagert sind. Sie schmelzen scharf 
bei 232—233 ° (korr.). 
Zur Analyse wurde bei 100° getrocknet. 
0,0990 g Substanz gaben 0,2059 g CO, und 0,0480 g H,0, 
0,1152 » > >» 10,0 ccm N (19°, 759 mm). 
Gefunden: C = 56,720, H = 5,38%o, N == 10,01 %o. 
C,H,,O3N,S. Berechnet: © == 56,11°jo, H = 504%, N = 10,079». 


d-l-Alaninamid und FleischprebSsaft. 


Es wurde gleichfalls optisch-aktives Naphthalinsulfoalanin- 
amid erhalten. Die 2°/oige Lésung drehte jedoch nur 0° 45’ 
nach rechts. Nach der Umfiillung schmolzen die Krystalle bei 
230°, nachdem bereits vorher Braunfaérbung aufgetreten war. 
Unter dem Mikroskop mehr spitze, zu Biischeln gelagerte Niidel- 
chen als Blittchen. 

0,1692 g Substanz gaben 15,0 ccm N (18°, 758.5 mm). 
Gefunden: 10,26°. N 
Berechnet: 10,07°/o » 
Spaltung des d-l-Leucinamid und d-l-Alaninamid 
durch Placenta.') 

Das nach der Vorschrift von L6b und Higuchi her- 
gestellte Placentapulver erwies sich gegen Leucinamid un- 
wirksam, wahrend der frisch hergestellte Placentabrei, ge- 
wonnen gleichfalls nach der Vorschrift von LOb und Higuchi, 
sich gegeniiber Leucinamid und Alaninamid als wirksam 
erwiesen. 

1. Placentabrei und Leucinamid. Eine Loésung von 1 g 
bromwasserstoffsaurem Leucinamid in 20 ccm Wasser unter 
Zusatz von 0,5 g Placentapulver und 0,5 g Toluol wurde 48 
Stunden bei 37° gehalten. Die filtrierte LOsung wurde nach 
kurzem Aufkochen unter Zusatz verdiinnter Essigsaure von 
geringen Mengen Eiweilistoffen befreit, das klare Filtrat neu- 
tralisiert und mit dtherischer 6-Naphthalinsulfochloridlésung 
nach Zusatz von Normalnatronlauge bis zur alkalischen 
Reaktion unter Kontrolle und eventuell Wiederherstellung 
schwach alkalischer Reaktion 6 Stunden auf der Maschine 
geschiittelt. Der Niederschlag wurde abfiltriert. Er wurde 


1) Die Durchfiihrung dieser Versuche verdanken wir Herrn Prof. 
W. Lob-Berlin. 
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aus verdiinntem Alkohol krystallisiert und erwies, in 20 cem 
Alkohol gelist, als optisch inaktiv, Schmelzpunkt 177°. Die 
Wiederholung des Versuches mit frisch hergestelltem Pulver 
gab dasselbe Resultat, so dafS in ihm ebenfalls kein das 
Leucinamid spaltendes Enzym enthalten ist. 

2. Im Gegensatz hierzu gelingt die Spaltung mit dem 
frischen Placentabrel. 

50 g desselben wurden mit 150 ccm_ physiologischer 
Kochsalzlésung, 1 g bromwasserstoffsaurem Leucinamid und 
2 ccm Toluol bei 37° 48 Stunden digeriert. Die Behandlung 
war die gleiche wie bei dem Pulver. Der durch Essigsiure 
und Kochen erzeugte Eiweifniederschlag war naturgeméf weit 
reichlicher als bei Anwendung des Pulvers. Die in der ge- 
schilderten Weise durchgefiihrte Schiittelung mit der atherischen 
Naphthalinsulfochloridlésung ergab folgendes Resultat: 

Der entstandene Niederschlag wurde sofort aus ver- 
diinntem Alkohol umkrystallisiert und zeigte, in 20 ccm 
Alkohol wieder gelist, im 1 dem-Rohr eine Rechtsdrehung 
von 0,51°. Aus der alkalischen Schicht waren durch Salz- 
siiure fiillbar 0,2 g sirupOser Substanz, welche langsam in 
Eis erstarrten. Dieselben in 20 ecm verdiinnter Natriumlauge 
gelost, drehten im 2 dcm-Rohn 0,75° nach links. 

Ein zweiter Versuch mit dem Placentabrei gab quali- 
tativ dasselbe Resultat. 

3. In derselben Weise wie das Leucinamid wurde das 
Alaninamid in seinem Verhalten gegen Placentabrei gepriift. 
Nach der Schiittelung mit der éitherischen Naphthalinsulfochlorid- 
lOsung wurden als unléslich 0,2 g Substanz erhalten, die in 
20 ecm Alkohol gelist, im 1 dem-Rohr die Polarisationsebene 
um ©0,2° nach rechts drehten, und aus verdiinntem Alkohol 
in breiten Nadeln erhalten wurden. In Ather geldst, blieben 
0.6 g sirupéser langsam krystallinisch erstarrender Substanz, 
die, in 20 cem Alkohol gelést, im 2 dem-Rohr 0,5° nach 
links drehten. Aus der alkalischen Fliissigkeit mit Salzsaiure 
cefiillt und mit Ather aufgenommen wurden 0,25 g Substanz, 
welche keine deutliche Ablenkung der Polarisationsebene her- 
vorriefen. Die Substanz lie8 sich aus ganz verdiinntem Alkohol 
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umkrystallisieren, zeigte den Schmelzpunkt 220° und bestand 
wahrscheinlich aus dem Derivat des d-l-Alanins (218°). 
Kupferverbindung des d-l-Leucinamids. 

Lost man bromwasserstoffsaures Leucinamid in Wasser, 
fiigt wenig verdinnte Natronlauge und tropfenweise sehr ver- 
diinnte Kupfersulfatlobsung hinzu, so erhiilt man eine zwiebel- 
rote Farbung nach Art der Biuretreaktion von Peptonen uud 
Albumosen. Weitere Mengen Kupfersulfat fiihren die Farbe 
in violettrot ber. Stellt man die Reaktion in etwas konzen- 
trierter LoOsung an, so scheidet sich bald ein dichter Nieder- 
schlag ab, der anfinglich heller erscheint als die LOsung und 
daher zuniichst fiir Leucinkupfer gehalten wurde. Beim Ab- 
setzen zeigt sich jedoch bald, dah der Niederschlag selbst rot 
cefirbt ist und die LOsung nur noch wenig rotviolett erscheint. 
Der so entstandene Niederschlag ist zunéchst nicht krystal- 
linisch. Es gelang, die Verbindung in folgender Weise zu 
krystallisieren: Die rote Fallung wird abgesaugt, in Normal- 
salzsiure gelOst, stark verdiinnt und die der Siiure genau ent- 
sprechende Menge Normalnatronlauge hinzugefiigt, wobei Rot- 
firbung, aber kein Niederschlag auftritt. Es wird filtriert und 
im Vakuum bis zum Auftreten eines Niederschlags eingeengt. 
Der jetzt entstehende Niederschlag ist stets krystallinisch. Seine 
Menge tiberstieg auf 1 g angewandte Substanz 0,15 g nicht. 

Das rote Kupfersalzkrystallisiert in schénen flachen Prismen, 
die makroskopisch zwiebelrot erscheinen, aber auch unter dem 
Mikroskop noch rotlich durchscheinend sind. Sie schmelzen scharf 
bei 222—-223° (korr.) unter Aufschiiumen und Zersetzung. Sie 
sind krystallwasserfrei. Zur Analyse wurde bei 100° getrocknet. 

0,1060 g Substanz gaben 0.1154 g CO,, 


0,1060. » » » 0.0770 » H,O, 
0.1060 >» > 0.0262 » CuO, 
(Schiffchen zuriickgewogen), 
0.1050 » , 15,6 cem N (18°, 761 mm), 
0.0501 » V.0121 g¢ Cud. 
Gefunden: C == 29,695 
N = 17,26 °%/o, 
H = 8,14 %o, 


Cu ~ 19,70? de 








Bemerkung zu der Abhandlung von |. Bang, H, Lyttkens und 
J. Sandgren: Uber die Bestimmung des Blutzuckers. 


Von 
L. Michaelis und P. Rona. 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Mai 1910.) 


Die Darstellung von Bang im LXV. Band, S. 497, dieser Zeitschrift 
kénnte den Anschein erwecken, als ware die Anwendung von Kaolin 
und kolloidalem Eisenhydroxyd zur Entfernung von Eiweifresten 
in mit Alkohol vorbehandeltem Serum eine von ihm bezw. Erlandsen 
eingefiihrte Methode. Tatsachlich handelt es sich hier nur um eine ein- 
fache Ubertragung der von uns ausgearbeiteten Eisen- und Kaolinmethode 
auf einen speziellen Fall. Ferner ist die «Kohlenmethode» von Bang 
und Bohmansson nichts anderes als eine naheliegende und von uns 
bereits gemachte Nutzanwendung der Ergebnisse, die wir bei unseren 
Studien iiber die Adsorption des Zuckers durch Kohle gewonnen haben.') 
Das wesentlich Neue bei diesen Verfahren ist erstens die Einfithrung 
kolloidaler Kérper als Enteiweifungsmittel,*) und dann das Auffinden der 
gegenseitigen Verdraingung gewisser Stoffe bei der Adsorption.*) Es kann 
uns nur erfreulich sein, dafi sich unsere methodischen Neuerungen schon 
so vielfach als brauchbar erwiesen haben, es liegt aber, ohne Bangs 
sonstige Verdienste auf diesem Gebiet schmdlern zu wollen, fiir uns kein 
Grund vor, unsere Urheberschaft der erwa&hnten Methoden verdecken 


zu lassen. 


') Vgl. Biochem. Zeitschr., Bd. XVI, S. 491 (1909). 
) ~ Biochem. Zeitschr., Bd. II, S. 219 (1906), Bd. V, S. 365 (1907), 
Bd. VII, S. 329, Bd. VIII, S. 356, Bd. XIII, S. 121, Bd. XIV, S. 476 (1908), 
Bd. XVI. ‘Ss. Bd. XVII, S. 375, 514. 
) Vgl. Biochem, Zeitschrift, Bd. XV, S. 196 (1908), Bd. XVI, S. 489 





(1908). 


“ee aa ae Sa 








Pepe Be! 80 








= 
a 
ye 
re 


Uber den Einflu§ des Harnstoffs auf die Bestimmung des Amino- 
sdurengehalts nach der Formolmethode. 


Von 


Dr. L. de Jager zu Stiens (Niederland). 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Mai 1910.) 





: In einer fritheren Mitteilung!) habe ich gezeigt, daB bei 
sleichzeitiger Anwesenheit von Aminosiure und Ammoniak die 
Titrierung mittels der Formolmethode einen niedrigeren Wert 
ergibt. als die Summe der Aciditétszunahmen entspricht, wenn 
beide fiir sich nach dieser Methode untersucht werden. Nach 
Henriques und Sérensen?) soll diese Erscheinung durch die 
Bildung von Methylenimin verursacht werden. In einer weiteren 
\litteilung*) habe ich darauf hingewiesen, dai auch durch Zusatz 
von Hexamethylentetramin zu einer Mischung von Glykokoll und 
Salmiak nach Formalinzusatz eine zu geringe Aciditiitszunahme 
gefunden wird, wihrend Urotropin ohne Einfluf} auf die beiden 
KOrper ist, wenn dieselben gesondert untersucht werden. Neuer- 
dings fand ich,*) dafi die fiir Phenolphthalein saure Reaktion 
einer Salmiaklésung in eine neutrale verwandelt wird, wenn 
Kaliumsulfat im Uberschu8 hinzugesetzt wird, wie es Folin®) 
‘ir Kaliumoxalat gefunden hat. 

Es schien mir mdoglich, daB es gelingen kOnnte, einen 
KOrper ausfindig zu machen, welcher einen solchen Einfluf auf die 
lonisation auszutiben imstande ist, daB dadurch die gegenseitige 
Kinwirkung der durch Formaldehyd aus Ammoniak und Amino- 
siuren gebildeten K6érper aufgehoben wird. Kaliumsulfat und 
Kaliumoxalat erwiesen sich als wirkungslos sowohl auf LOsungen 
von Salmiak oder Glykokoll als auf eine Mischung dieser beiden 
Korper. 

Anders erwies sich der Einflu8 des Harnstoffs. Nach Mal- 
atti®) soll Harnstoff von Formaldehyd nicht beeinflubt werden. 


FR ARR ERE 8 


1) Diese Zeitschrift, Bd. LXII. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. LXIV. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. LXV. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. LXVII, S. 1. 

®) Americ. Journal of Physiology, Bd. IX, Nr. V. 
6) Zeitschrift f. analyt. Chemie, Bd. XLVII. 
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Ich habe friiher diese Angabe bestatigen kénnen. Dasselbe gilt 
aber nur fiir geringe Mengen Harnstoff. Eine Losung von 600 mg 
Harnstoff in 30 cem Wasser, also in einer Menge, wie dieser 
Korper im Harn anwesend ist, zeigte nach Formalinzusatz eine 
Aciditétszunahme, entsprechend 0,4 ccm ®/10-NaOH. 

Ich versetzte L6sungen von Glykokoll, von Salmiak und 
Mischungen beider Verbindungen mit 600 mg Harnstoff und 
fiihrte sodann die Formoltitrierung aus. Der Erfolg ist folgender: 








Verbrauchte ®/10-Natronlauge 





nach Zusatz von 
600 mg Harnstoff 











50 mg Salmiak .. . 9,6 10,1 
60 » Glykokoll. .. 8,2 8,6 
a ae 16,1 17,8 


Es mui von den Zahlen in dem letzten Stab 0,4 abge- 
zogen werden, weil Harnstoff fiir sich diese Aciditaétszunahme 
gibt. Die Mischung von Salmiak und Glykokoll zeigt jetzt eine 
Aciditiitszunahme von 17,8 — 0,4 = 17,4 ecm "/10-NaOH, also 
fast dieselbe wie beide Kérper zusammen: 9,6 +- 8,2 = 17,8. 

Ich wiederholte diesen Versuch mit wechselnder Menge 
Harnstoff. In jedem Versuch sind 50 mg NH,Cl und 30 mg 
Glykokoll anwesend. Die Harnstoffaciditaét ist in Abzug gebracht. 


Summe der beiden Bestimmungen. 13,60 ccm 


Ce a a 12,50 » 
Mit 100 mg Harnstoff ...... 12,63 » 
>» 200 » :_ as ec «4 12,76 » 
» 300 » . wh ww & ae 12,90 » 
>» 400 » fe we €£ 2G 13,03 > 


» 600 » 0) of ee es oe 13,30 » 

Mit einer gréBeren Menge Harnstoff blieb die Aciditits- 
zunahme dieselbe; wie mir schien, wurde dieser Wert selbst 
etwas kleiner. 

Durch Zusatz von Harnstoff wird also die gegenseitige 
Eiuwirkung der beiden Umwandlungsprodukte aufgehoben. Nach- 
heriger Zusatz von Harnstoff ist ohne EinfluB. 

Auf die gesonderten Bestimmungen ist der Harnstoff ohne 
EinfluB. 
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Es wire nun immerhin mdglich, da6B der Harnstoff nicht 
auf die gegenseitige Kinwirkung von Salmiak und Glykokoll 
KinfluB bt, sondern dab die Zunahme zufiillig mit der theo- 
retischen Aciditaétszunahme von Glykokoll und Salmiak stimmt. 
Zur Untersuchung dieser Frage stellte ich folgende Versuche 
an. Ich titrierte Losungen von Glykokoll und Salmiak, setzte 
danach die andere Verbindung hinzu und titrierte weiter. Dann 
wiederholte ich diesen Versuch, setzte aber zu jeder Probe 
600 mg Harnstoff hinzu. In einer dritten Versuchsreihe setzte 
ich den Harnstoff nach der ersten Titrierung hinzu. Jede Probe 
wird auf 30 ccm angefiillt. Ich erhielt (in den Versuchen mit 
Harnstoff nach Abzug von 0,4 cem) folgende Zahlen: 


Es verbrauchten nach Formolzusatz: 


Glykokollésung 3,8 ccm /:0-Natronlauge 
Salmiaklésung 8,9 » > 
Summe beider Bestimmungen 12,7 » > 
Mischung beider Lésungen 11,2 >» 

Mischung mit 600 mg Harnstoff 12,4 » > 


In der folgenden Tabelle ist im ersten Stab die nach 
Formolzusatz erforderliche Menge "/10-Natronlauge angegeben. 
Im zweiten Stab ist die Menge "®l10-Natronlauge angegeben, 
welche im ganzen verbraucht wurde, nachdem zu der im ersten 
Stab angegebenen Losung der im zweiten Stab angegebene 
Zusatz hinzugegeben war. 

Verbrauchte ®/10-Natronlauge 


bei der ersten Bestimmung im ganzen nach Zusatz von 
Glykokoll 3,8 Salmiak 11,1 
Salmiak 8,9 Glykokoll 11,9 
Glykokoll + Harnstoff 3,9 Salmiak 12,8 
Salmiak -+-Harnstoff 9,0 Glykokoll 12,7 
Glykokoll 3,8 Salmiak + Harnstoff 12,7 
Salmiak 8,9 Glykokoll + Harnstoff 12,7 





Hieraus ergibt sich folgendes: Durch den Zusatz von 
Harnstoff zu einer Mischung wird fast die Summe beider Be- 
stimmungen erreicht. Wenn entweder Salmiak oder Glykokoll 
fiir sich titriert wird, so wird nach Zusatz des anderen Korpers 
der richtige Wert gefunden, sofern Harnstoff anwesend ist, 
mag dieser vor oder nach der ersten Titrierung zugesetzt sein. 

8* 
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Welche Wirkung wird nun vom Harnstoff ausgeiibt? Aus 
obigen Versuchen geht folgendes hervor: Das Umwandlungs- 
produkt des Glykokolls zeigt eine fiir Phenolphthalein saure 
Reaktion und erheischt zur Neutralisierung eine dem Stickstoff- 
gehalt diquivalente Menge Lauge. Dieser Kérper CH,NCH,COOH 
oder nach Sittigung CH,NCH,COONa ist imstande, bei An- 
wesenheit von Verbindungen, welche NH, enthalten, tiberzu- 
gehen in die Verbindung 

CH,NCH, 
CON, 

Bei Anwesenheit von Salmiak kénnte vielleicht folgende 

Umsetzung stattfinden 


CH,NCH, CH,NCH, 
| 4+. NH,Cl = | +. NaCl. 
COONa COONH, 

CH,NCH, CH,NCH, 

| —H,O= | 

COONH, CONH,. 


Vielleicht entsteht die letztere Verbindung sogleich unter 
Austritt von Wasser. 

Wenn obige Umsetzung stattfindet, verschwindet ein Teil 
des Salmiaks. Dieser Anteil gibt bei Formalinzusatz keine 
Aciditiatserhohung. 

Auch an den unter Einflu8 des Formaldehyds aus dem 
Salmiak entstandenen Verbindungen wird NH, gegen OH oder 
ONa ausgetauscht. Wenn, wie Henriques und Sorensen!) 
annehmen, sich Methylenimin bilde, so konnte etwa folgende 
teaktion stattfinden 


CH,NCH, CH,NCH, 
| 4+. CH,NH = | + HCOH. 
COOH CONH, 


Auch in diesem Fall hat die saure Reaktion abgenommen. 

Geringer, aber noch deutlich wahrnehmbar ist die Ein- 
wirkung des Hexamethylentetramins. Wenn in dieser Ver- 
bindung (CH,),N,, welche auch (CH,),(NH,),C, geschrieben 
werden kann, ein oder mehrere NH, gegen OH ausgetauscht 
werden, so entsteht ebenso wenig eine saure Verbindung. 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXIV. 
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Es hat nun den Anschein, dafS das NH, am leichtesten 
den Ammoniakverbindungen entnommen wird und daf diese 
msetzung um so schwerer zustande kommt, je weiter die 
Bildung von Hexamethylentetramin fortgeschritten ist, wie auch 
Henriques und Sorensen gezeigt haben. 

Setzt man zu einer nach Formolzusatz neutralisierten L6sung 
von Glykokoll, welche also CH,NCH,COONa enthiilt, Salmiak 
hinzu, so wurde eine dem Gehalt an Glykokoll entsprechende 
Menge Salmiak keine AciditaétserhOhung zeigen, wenn kein tiber- 
schiissiges Formol zugegen wire. Durch die Anwesenheit des 
Formols wird aber zugleich ein Teil des Salmiaks dieser 
Wirkung entzogen. 

Wird hingegen der Salmiak zuerst mit Formol behandelt 
und neutralisiert, so wird der Einflu{ des jetzt gebildeten 
Korpers weniger groB sein, weil diese Verbindung nicht so 
leicht NH, gegen OH auswechselt. 

Ich habe zwei Versuche in dieser Richtung angestellt. 
Kine Losung von Glykokoll, welche bei der Formoltitrierung 
zur Neutralisation 3,9 ccm "/10-NaOH erforderte, wurde neu- 
tralisiert, darauf wurde Ammoniak in Uberschu’ hinzugefiigt 
und nach einiger Zeit neutralisiert. Es ergab sich, dai die 
Verbindung CH,NCH,COOH auf nachtriglich zugesetztes Salmiak 
keine Einwirkung mehr ausiibte. Das tiberschiissige Formol 
wird durch das NH, zu (CH,),.N, und es muf nach Salmiak- 
zusatz aufs neue Formalin hinzugesetzt werden. Die Aciditiits- 
zunahme war jetzt ebenso groB wie die der Salmiaklésung fiir 
sich, némlich 9,2 cem ®/10-NaOH. Der Austausch der OH-Gruppe 
gegen NH, war also ein vollstaéndiger gewesen. 

In einem zweiten Versuch wurde die mit Formol be- 
handelte neutralisierte Glykokoll6sung wahrend einiger Zeit 
erhitzt, um den iiberschiissigen Formaldehyd auszutreiben, was 
nur zum Teil gelang. Es hatten sich aber andere Umsetzungen 
vollzogen, denn die Reaktion war eine saure geworden. 

Setzt man nun zu einer mit Formol behandelten und 
neutralisierten Glykokollésung Harnstoff hinzu, so wird diesem 
Korper NH, entnommen. Es bestehen zwei Moglichkeiten. Ent- 
weder es verliert der Harnstoff 2 NH, nach folgender Gleichung 
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CH,NCH, CH,NCH, 
2 | +. NH,CONH, = 2| +. Na,CO,. 
COONa CONH, 


Dieses ist nicht der Fall, denn dann wiirde die Aciditét 
abgenommen haben und zwar, wenn diese Umsetzung -voll- 
stindig wire, genau um die Haifte. 

Es kann aber auch nur ein NH, in Anspruch genommen 


werden nach der Gleichung 
CH,NCH, CH,NCH, 
| +. NH,CONH, = | +. NH,COONa. 
COONa CONH, 

In diesem Fall entsteht Natriumcarbaminat, welches aber 
sofort zerfallt za Ammoniak und Carbonat unter Aufnahme von 
Wasser 

NH,COONa +- H,O = NH, ++ NaHCO. 

Das NH, wird unter dem Einflu{ des Formols zu 
Hexamethylentetramin, wihrend das Natriumhydrocarbonat 
Phenolphthalein gegeniiber dieselbe Reaktion zeigt wie das 
CH,NCH,COONa. Daf diese Umsetzung stattfindet, habe ich 
folgendermafen bewiesen. Eine Mischung von Harnstoff und 
Glykokoll wird mit Formalin versetzt und mit Baryumhydrat 
neutralisiert. Anfangs bleibt die Lésung klar, nach und nach 
aber triibt sie sich und es scheidet sich Baryumcarbonat aus, 
welches unter Aufbrausen in Salzséiure gelést werden kann. 

Ich habe angenommen, dafi das NH, auch dem Salmiak 
entnommen werden kann. Dieses braucht aber nicht der Fall 
zu sein. Es wird durch Zusatz von NaOH das Salmiak zer- 
zetzt und es wird NH, abgespalten, das sich jetzt sofort unter 
Abspaltung des NaO. mit dem aus dem Glykokoll hervorge- 
gangenen Korper verbinden kann. 

Ich habe friiher!) darauf hingewiesen, daf Salmiak nicht 
ohne Mithilfe von Natronlauge von Formol zersetzt wird. 

Wenn zu einer L6sung von Salmiak wenig Formalin und 
nach einiger Zeit Harnstoff und Salzsaéure zugesetzt wird, so 
entsteht ein Niederschlag von Formolharnstoff, selbst in einer 
gesiittigien Loésung von Salmiak oder Ammoniumsulfat. Daraus 
geht hervor, dai der Formaldehyd nicht imstande ist, Ammo- 
niumchlorid zu zersetzen, sondern auch dazu die Anwesenheit 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXIV, Heft 2, S. 114. 
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yon Lauge erforderlich ist.!) Durch sie wird NH, abgespalten, 
welches sich darauf mit Formaldehyd verbindet. Nun ist es 
mir doch wahrscheinlicher, daB dieses NH, sich sofort mit dem 
R . NCH,COOH verbindet, als daB es erst Methylenimin bilden, 
und daB diese Verbindung nacbher wieder zersetzt werden soll. 
Wenn die Glykokolldsung zuerst mit Formol behandelt und 
neutralisiert wird, so gibt der nachherige Zusatz von Salmiak 
dieselbe AciditétserhOhung, als wenn beide Korper von Anfang 
an anwesend waren. Es findet in diesem Fall die Verbindung 
CH,NCH,COOH sofort NH, vor. Ist aber das Salmiak fiir sich 
vorbehandelt, so ist nur neben Hexamethylentetramin Methylen- 
imin anwesend und es ist nicht einzusehen, wie der sehr grofe 
Unterschied dem vorigen Versuch gegeniiber zu erkliren ist. 

Die Einwirkung des Formaldehyds auf Glykokoll findet 
statt ohne Mithilfe von Natronlauge. Eine Glykokollésung, 
welche nach Formalinzusatz einen Verbrauch von 5,1 ccm ®/10- 
NaOH erforderte, wurde versetzt mit 0,5 g Formalin. Nach 
{0 Minuten wurden 400 mg Harnstoff und 1 cem Salzsaure von 
38°/o hinzugesetzt. Nach einer Stunde wurde die Salzsiaure 
neutralisiert, wieder Formalin zugegeben und titriert. Es war 
jetzt nur 0,4 ccm ®10-NaOH zur Neutralisation erforderlich. 
Wenn der Harnstoff sofort zugesetzt und bald angesduert wurde, 
so betrug der Verbrauch 1,5 ccm ®/10-NaOH. Es hat im letzteren 
Versuch der Harnstoff zwar einen Teil des Formaldehyds in 
Beschlag genommen, aber doch ist mehr als die Hilfte des Gly- 
kokolls umgesetzt. Je spiater die Losung angesiuert wird, um 
so grofer ist die nachtragliche Aciditétszunahme; diese betrug, 
wenn Salzséure zugesetzt wurde, nach 10 Minuten 2,3 ccm, 
nach 30 Minuten 2,9 ccm ®/10-NaQH. Das Formaldehyd ver- 
bindet sich also sofort mit dem Glykokoll. Wenn Harnstoff an- 
wesend ist, kann demselben NH, entnommen werden, nicht 
aber dem Formolharnstoff, welcher sich ohne EinfluB erwies. 
ks hat nun den Anschein, als ob das nicht neutralisierte 
CH,NCH,COOH denselben Austausch mit dem Harnstoff eingeht, 
aber langsamer als nach Alkalizusatz. 


') Weitere Versuche ergaben, daf\ durch Salzséure Hexamethylen- 
‘etramin zersetzt wird unter Abspaltung von Formaldehyd. 
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Setzt man sofort Salzséure hinzu, so hat, nachdem sich 
Formolharnstoff gebildet hat, nachheriger Zusatz von Formalin 
keinen EinfluB auf die Reaktion. 

Nach und nach bildet sich carbaminsaures Natrium. Bei 
sofortigem Zusatz von Natronlauge ist dieses, wie oben gezeigt 
ist, ohne Einflu{B. Anders aber, wenn Salzséure hinzugesetzt 
wird. In diesem Fall wird das gebildete Ammoniak nicht zu 
Hexamethylentetramin, sondern es wird durch HC! abgesittigt. 
Nachdem der Formaldehyd sich mit dem Harnstoff zu Formol- 
harnstoff verbunden hat, enthilt jetzt die L6sung Salmiak, welches 
bei der Formoltitrierung eine AciditaétserhOhung verursacht. Da- 
durch erkliirt sich, warum das Glykokoll sich vollsténdig mit 
Formaldehyd verbunden zu haben scheint, wenn Harnstoff und 
Salzsiiure zu gleicher Zeit zugesetzt werden, wahrend die Um- 
setzung unvollstindig scheint, wenn die LOsung spéter ange- 
siiuert wird. 

Das Ammoniak kann sich auch mit Formaldehyd zu Hexa- 
methylentetramin verbinden. Doch enthalt die L6ésung sehr 
wenig Formalin, so daBh dieses nicht zu geschehen braucht. 
Aber auch wenn diese Verbindung zustande kommt, bleibt die 
gegebene Erklarung richtig. Ich versetzte 20 ccm Harn mit 
150 mg Urotropin und 1 cem Salzsiure. Nach einigen Stunden 
war Formolharnstoff niedergeschlagen. Der Harnstoff entzieht 
demnach unter Mithilfe der Salzséure dem Urotropin Formol, 
wodurch Ammoniak abgespalten wird, das sich nun mit Salz- 
siiure verbindet.') 

Weiter setzte ich Ammonium zu 0,5 g Formalin §hinzu, 
bis die Farbe stark rot war. Nach 3 oder 10 Minuten wurden 
20cem Harn und HC! hinzugefiigt. Nach einigen Stunden hat sich 
Formolharnstoff abgesetzt. Auch hier ist die anfangs gebildete 
Verbindung von Ammonium und Formaldehyd in ihren Kompo- 
nenten zersetzt und die Lésung enthalt jetzt Salmiak. 

Im Harn ist neben Ammoniakverbindungen und Amino- 
siiuren Harnstoff anwesend. Daher wird hier die nach Formalin- 
zusatz gefundene Aciditaétszunahme wahrscheinlich die Summe 


') Nach Neutralisation gibt Formolzusatz eine starke Aciditats- 
zunahme. 
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der Aciditiitszunahmen geben, welche Ammoniakverbindungen 
und Ammosiuren jede fiir sich geben wiirden. Zwar ist diese 
Zahl etwas zu niedrig, aber weil der Harnstoff auch eine ge- 
ringe Aciditatszunahme aufweist, kann der gefundene Wert als 
der richtige angenommen werden. 

Losungen von Glykokoll oder Salmiak zu Harn hinzu- 
gesetzt ergaben richtige Werte; auch wenn zuerst Glykokoll 
hinzugesetzt und darauf neutralisiert wurde, ergab eine Salmiak- 
ljsung die richtige Zahl. Zusatz einer Mischung beider K6rper 
zeigte aber eine zu geringe Acidititszunahme. 

Nach Abzug der Aciditaétszunahme, welche der Harn fiir 
sich ergab, fand ich folgende Werte nach Zusatz einer Gly- 
kokollésung, welche fir sich 3,9 ccm, und einer Salmiaklisung, 
welche 9,2 cem ® 10-NaOH erheischten. Zu einer Mischung waren 
11,5 cem erforderlich, die Summe der beiden Aciditiiten betrug 
13,1 cem ®/10-NaQOH. 








Die Aciditatzunahme 


| 
Zugesetzt wurde zu 20 ccm Harn | apes 
|betrug in ccm ®/10o-NaOH 
| 


| 





Glykokoll nach Titration des Harns | 3.8 
Salmiak > > > > ae eee | 90 
Glykokoll sofort zugesetzt ......-... | 3,9 
Salmiak > > oh nm ge th | 8,9 
Glykokoll nach Neutralisation Salmiak .. . | 13,1 
Glykokoll und Salmiak nach Titration des Harns | 12.5 
Glykokoll und Salmiak sofort zugesetzt . . . | 12,0 


In einigen Versuchen wurde der Zusatz dem Harn sofort 
zugegeben, in anderen Fillen wurde zuerst der Harn nach 
Formalinzusatz neutralisiert. 

Es ist in diesem Fall der Harnstoffgehalt relativ zu niedrig, 
sodah, wenn beide KOrper zugleich hinzugesetzt werden, das 
Umsetzungsprodukt des Glykokolls nur zum Teil das NH, dem 
Harnstoff entzieht, zum Teil aber dem Salmiak. 

In meiner ersten Mitteilung!) habe ich in Tabelle I Zahlen 
mitgeteilt, aus welchen hervorgeht, dafi die Aciditatszunahme, 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXII. 
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welche der Harn nach Formalinzusatz zeigt, nicht, wie zu er- 
warten war, niedriger, sondern hoher ist, als der Summe der 
gesondert bestimmten Ammoniak- und Aminosdure entspricht. 
Damals schien es mir, daf die von mir angegebene Methode 
zur Bestimmung des Ammoniaks zu hohe Zahlen gibt. Es ist 
mir nun deutlich geworden, daf dasselbe nicht der Fall ist, 
sondern da®f der Harnstoff diese Differenz verursacht hat. 

Die genannte Methode ist tatsachlich nicht genau, weil 
es nicht ganz leicht ist, den Zeitpunkt, wo alles NH, zu Tripel- 
phosphat gebunden ist, genau zu bestimmen. Den absoluten 
Zahlen ist daher nicht viel Wert beizulegen. Es war mir aber 
aufgefallen, da ich in einer spateren Versuchsperiode, wahrend 
welcher ich tiglich 7,5 g Calciumsulfat einnahm, regelmafbig 
eine geringere Aciditétszunahme des Harns nach Formalinzu- 
satz fand, als die Summe von NH, und Aminosdure entsprach. 
Ich habe die Methode seither zur Seite gestellt. Doch ist auch 
dieses mir jetzt leicht erklirlich, weil an diesen Tagen der 
Ammoniakgehalt des Harnes stark zugenommen hatte. 

Aus den mitgeteilten Versuchen geht hervor, daB die von 
Henriques und Sorensen gegebene Erklarung, warum die 
Formolmethode bei Mischungen von Ammoniak und Aminosduren 
zu niedrige Werte ergibt, die richtige ist. Nur méchte ich 
hinzufiigen, dafi wahrscheinlich nicht erst Methylenimin an- 
wesend zu sein braucht, sondern dafB NH, und vielleicht auch 
Ammoniakverbindungen denselben Einflu8B haben. Auch andere 
Aminoverbindungen sind imstande, NH, gegen OH auszu- 
tauschen. Ob dadurch die Reaktion dieselbe bleibt oder eine 
andere wird, ist nur davon abhangig, wie die Reaktion der 
dadurech entstandenen Verbindung Phenolphthalein gegeniiber 
sich erweist. Durch Zusatz von Harnstoff kann die gegenseitige 
Einwirkung von Ammoniakverbindungen und Aminosauren auf- 
gehoben werden. Wahrscheinlich gibt es noch andere Korper, 
welche denselben Einflu{ auszutiben imstande sind. 

Das praktische Ergebnis ist, dafi die Methode, beim Harn 
angewandt, fast richtige Werte gibt. 


























Uber Luteol. 
Von 
Dr. L. de Jager, zu Stiens (Niederland). 


(Der Redaktion zugegangen am 19, Mai 1910.) 


Bei der Neutralisierung der ammoniakhaltigen Schwefel- 
siiure bei der Methode von Schloesing habe ich nacheinan- 
der als Indikator Lackmus, Eisensalicylat und Alizarin benutzt. 
In letzterer Zeit habe ich das von Spath in seinem Hand- 
buch anempfohlene Luteol!) (Merck-Darmstadt) angewandt. 
ich kann die Erfahrung von Spath nur bestatigen. Das Lu- 
teol ist dem Alizarin ganz an die Seite zu stellen. Wenn die 
Endreaktion unter Anwendung von Luteol erreicht ist, d. h. die 
Losung gelb erscheint, so wird die Lésung von einem Tropfen 
Alizarin rot gefarbt. Beide Indikatoren scheinen mir gleich 
scharf zu sein. Ich méchte aber auf einen besonderen Vorteil 
des Luteols hinweisen. Wenn zu der neutralisierten Lésung 
Formalin hinzugesetzt wird, so bleibt die Farbe dieselbe, mag 
man Luteol oder Alizarin als Indikator benutzt haben. Doch 
kann es ntitzlich sein den Ammoniakgehalt zur Kontrolle auch 
noch nach der Formolmethode zu bestimmen. Dieses ist nun 
sehr leicht, wenn Luteol angewandt wird, weil die gelbe Farbe 
die Phenolphthaleinfarbe unbeeinflubt 1aBt. Hat man den Am- 
moniakgehalt durch Sattigung der tiberschiissigen Schwefel- 
saure bestimmt unter Anwendung von Luteol, so kann man 
nach Zusatz von Phenolphthalein, das selbstverstandlich auch 
sofort zugesetzt werden kann, den Gehalt an Ammoniak auch 
noch nach der Formolmethode bestimmen. Bei nicht ganz ge- 
nauer Titerstellung der Schwefelsiure oder wenn ein wenig 
Schwefelséure verloren geht, ist der mégliche Fehler bei letz- 
terer Methode weniger grof, als wenn die iiberschiissige Schwefel- 
séure bestimmt wird. Enthalt die Schwefelsiure z. B. 20°/o 
NH,, so wird ein Veriust von 1°/o Schwefelsiure den Am- 
moniakgehalt um 5°/o zu hoch erscheinen lassen, nach der For- 
molmethode nur 1°/o zu niedrig. 


1) Luteol wird angewandt in 0,2°%/oiger alkalischer Lésung. Zu 
50 ccm Fliissigkeit setzt man 4 bis 5 Tropfen. 
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Uber den Vorgang der Zuckeroxydation bei der Pflanzenatmung. 
Von 
S. Kostytschew. 
(Aus dem pflanzenphysiologischen bsieiaieiin der Universitat St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Mai 1910.) 


Es ist schon langst bekannt, dafB Kohlenhydrate das 
hauptsichlichste Material fiir die Pflanzenatmung bilden. Die 
kompliziert gebauten Kohlenhydrate (wie z. b. Starke, Inulin 
u. a.) werden zuniichst zu Hexosen hydrolysiert und diese 
alsdann zu Kohlensiiure und Wasser verbrannt. 

C,H,,0,+6 O, —> 6 CO,-+-6 H,0. 

Fiir diesen Oxydationsvorgang wird der Luftsauerstoff 
verwendet; die Aufnahme und Aktivierung des molekularen 
Sauerstoffs ist also die erste Phase der Sauerstoffatmung. 

Durch die hervorragenden Untersuchungen von Bach,!) 
Engler und dessen Mitarbeiter?) ist nachgewiesen worden, 
dafi bei den Autoxydationsvorgiingen ungesittigte Sauerstofi- 
molekitile —O—OQ— entstehen, welche sich alsdann an die 
autoxydablen Stoffe (Autoxydatoren) anlagern. 


= /o 
A+ | — > AC 
te 0 


O 
Die peroxydartigen «Moloxyde» AC) haben ein héheres 


') Bach, Comptes rendus, Bd. CXXIV, S. 951 (1897). 

*) Engler und Wild, Chemische Berichte, Bd. XXX, S. 1669 (1897) 
und Bd. XXXI, S. 3055 (1898). — Engler, ebenda, Bd. XXXIII, S. 1090 
und 1109 (1900). — Engler und Weissberg, ebenda, Bd. XXXIII, 
S. 1097 (1900) und <Krilische Studien tiber die Vorgainge der Autoxy- 
dation» (1904). — Engler und Frankenstein, Chem. Berichte, Bd. XXXIV, 
S. 2933 (1901). — Engler und Herzog, Diese Zeitschrift, Bd. LIX, S. 327 
(1909). 

’) Nach Luther und Schilow (Zeitschrift fiir physikal. Chemie, 
Bd. XLVI, S. 811, 1903) sind diese Verbindungen als Sauerstoffsalze 
(«<Oxygenide>») aufzufassen. 
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Oxydationspotential als der molekulare Sauerstoff und kénnen 
also verschiedene Stoffe oxydieren, welche Verbindungen mit 
dem molekularen Sauerstoff nicht oder nur sehr langsam ein- 
gehen; diese Stoffe bezeichnet man als Acceptoren. Die 
Oxydation der Acceptoren durch Moloxyde kann je nach den 
Eigenschaften der an der Reaktion beteiligten Stoffe auf ver- 
schiedene Art und Weise zustande kommen; betreffs der 
Kinzelheiten muf auf die zitierten Originalarbeiten von Engler 
und dessen Schiiler verwiesen werden; hier ist nur der fiir 
das Wesen der physiologischen Oxydation wichtige Umstand 
zu betonen, daB die Oxydation der Acceptoren durch Moloxyde 
entweder direkt oder indirekt stattfindet.!) Die direkte Oxyda- 
tion wird ohne Mitwirkung anderweitiger Stoffe herbeigefihrt 
und es kommen hierbei folgende gekoppelte Keaktionen zu- 
stande. 

1. A+ 0, —> AO, 

2. AO, + B—» AO-+ BO 
und eventuell auch 

3. AO+B— A+ BO. 

Nach der von Luther und Schilow?) eingefiihrten 
Systematik der gekoppelten Oxydations-Reduktionsvorginge ist 
in dem soeben besprochenen Falle der molekulare Sauer- 
stoff als Aktor und der Autoxydator als Induktor zu be- 
zeichnen. 

In anderen Fiillen erweist sich die durch Moloxydbildung 
bewirkte Sauerstoffaktivierung als unzureichend; fiir die Oxyda- 
tion der Acceptoren ist dann eine weitere Erhdhung des 
Oxydationspotentials notwendig; dieser Potentialhub wird u. a. 
durch Bildung von sekundiéren Peroxyden hervorgerufen. *) 


1) Diese Vorginge sind nicht zu verwechseln mit denjenigen der 
direkten und indirekten Autoxydation, die von Engler und Weiss- 
berg (Kritische Studien tiber die Vorginge der Autoxydation, 1904), 
bezw. Engler und Herzog (Diese Zeitschrift, Bd. LIX, S. 327, 1909) 
ausfiihrlich erlautert wird. 

*) Luther und Schilow, Zeitschrift f. physikal. Chemie, Bd. XLVI, 
S. 777 (1903). 

*) Es ist praktisch gleichgiltig, ob wir es hier mit einer wirklichen 
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Typische Fille dieser Art von Koppelung sind Oxydationen in 
Gegenwart von Ferroion; als ein Beispiel derartiger Oxydation 
mag die von Fenton!) beschriebene Oxydation der Wein- 
siiure durch Hydroperoxyd in Gegenwart von Ferrosalzen Er- 
wihnung finden. Die Weinséure wird von Hydroperoxyd nur 
iiuBerst langsam angegriffen; nach Zusatz einer Spur von 
Ferrosulfat erfolgt aber eine schnelle Oxydation von Wein- 
siure zu Hydroxymaleinsiiure. Manchot und Wilhelms?) 
haben gefunden, dafi bei derartigen Vorgaingen eine Reduktion 
von Hydroperoxyd unter Bildung von sekundérem Eisenperoxyd 
Fe,O,*) stattfindet; das Eisenperoxyd oxydiert dann ver- 
schiedene Acceptoren, welche von Hydroperoxyd unangreifbar 
sind. In diesem Falle ist also Hydroperoxyd als Aktor und 
Ferroion als Induktor anzusehen: 

Aktor + Fe!’ = FeY +- Aktoryea, 

FeY + Acceptor = Fel! + Acceptorox. 

Es ist einleuchtend, dafi bei dieser Art von Koppelung 
die chemische Natur des Aktors keine grofe Rolle spielt, denn 
fiir die Oxydation der Acceptoren ist nur von Belang, dal 
bei der Reduktion des Aktors sich Eisenperoxyd bildet. 

Die Oxydationsvorgiinge in lebenden Pflanzen sind eben- 
falls nichts anderes als Systeme der gekoppelten Reaktionen. 
Bach und Chodat gebiihrt das Verdienst, nachgewiesen zu 
haben, dafi die physiologische Oxydation sich im wesentlichen 
nach demselben Schema _ vollzieht, welches von Bach, 
Engler und dessen Mitarbeiter fiir die langsame Oxydation 
in vitro aufgestellt worden war. Der molekulare Sauerstottf 
wird von den in lebenden Pflanzengeweben vorhandenen 
Potentialerhohung oder mit einer Verringerung der passiven Widerstande 
der induzierten Reaktion zu tun haben. 


‘) Fenton, Journal of the chemical Society, Bd. LXV, S. 899 (1895). 

2) Manchot und Wilhelms, Chemische Berichte, Bd. XXXIV, 
S. 2479 (1901). 

%) Die Konstitutionsformel dieser Verbindung sollte die folgende 


OV Fa 
sein: | >Fe—O—Fe~ |; sie entspricht einem Hydroxyd von der Forme! 
4 NO 
HO — 0 —Fe(OH),, welches 1 Atom aktivierten Sauerstoff enthalt (vgl. 
Engler und Weissberg, Kritische Studien usw., S. 104). 
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Autoxydatoren unter Bildung von peroxydartigen Verbindungen 
aufgenommen. Die Anwesenheit von organischen Peroxyden 
(<Oxygenasen») in lebenden Pflanzen wurde durch die 
Untersuchungen von Bach und Chodat!), Kastle und 
Loewenhardt?) und Engler und Wohler®) festgestellt. 
Die erstgenannten Forscher*) haben auberdem den wichtigen 
Befund gemacht, dafi das Oxydationspotential der pflanzlichen 
Peroxyde durch organische -Induktoren,*) die sogenannten 
Peroxydasen erhoht wird. Da aber die Peroxydasen nicht 
aus allen Pflanzen isoliert werden kénnen, so ist die Annahme 
naheliegend, daf in einigen Fallen eine direkte Oxydation der 
Acceptoren durch primire Peroxyde zustandekommt; meistens 
wird jedoch Peroxydase in Mitleidenschaft gezogen und die 
Oxydation der Acceptoren auf indirekte Weise herbeigefiihrt. 
Nach dem oben Erorterten ist es kaum zweifelhaft, da8 hier- 
bei sekundére Peroxyde entstehen, und da die Rolle der 
Peroxydase derjenigen des Ferroions durchaus analog ist.®) Diese 
Voraussetzung wird noch durch den Befund bekriiftigt, daB sowohl 
die aus verschiedenen Pflanzen isolierten organischen Peroxyde, 
als auch Hydroperoxyd von einem und demselben Peroxydase- 
praparat aktiviert werden.’) Die so universale Wirkung der 
Peroxydase unterscheidet sich scharf von der meistens auber- 


') Bach, Comptes rendus, Bd. CXXIV, S. 954 (1897). — Chemische 
Berichte, Bd. XLI, S. 216 (1908). — Bach und Chodat, Chemische 
Berichte, Bd. XXXV, S. 2466 und 3943 (1902); Bd. XXXVII, 5. 36 (1904). 

*) Kastle und Loewenhardt, Amer. Chem. Journ., Bd. XXVI, 
S. 539 (1901). 

3) Engler und Wohler, Zeitschrift fiir anorganische Chemie, 
Bd. XXIX, S. 1 (1902). 

*) Bach und Chodat, Chemische Berichte, Bd. XXXV, 5S. 3943 
(1902); Bd. XXXVI, S. 601 (1903). — Archives des sciences physiques 
et naturelles, Genéve, Bd. XVII, S. 477 (1904). 

5) Nachstehend wird dargetan, dafi hier die Annahme von Katalyse 
wenig wahrscheinlich ist. 

6) Vgl. auch die einschlagigen Untersuchungen von Chodat und 
Bach (Chemische Berichte, Bd. XXXVII, S. 1346 und 3785, 1904, und 
Bd. XXXVIII, S. 1878, 1905) und Bach (Chemische Berichte, Bd. XL, 
S. 3189, 1907). 

‘) Engler und Herzog, Diese Zeitschrift, Bd. LIX, S. 358 (1909). 
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ordentlich spezifischen Taétigkeit der tibrigen Fermente und 
ist nur im Sinne der Koppelung durch Zwischenstufe des 
Induktors!) zu erklaren; hierbei spielt die Zwischenstufe des 
Induktors die Hauptrolle, wihrend die chemische Natur des 
Aktors und des Acceptors weniger wichtig ist. Als typische 
Fiille dieser Art von Koppelung sind die vorstehend be- 
sprochenen Oxydationen in Gegenwart des Ferroions anzusehen. 

Aus dem Gesagten ist ersichtlich, daf der Mechanismus 
der physiologischen Oxydationsvorgiinge auf Grund der im 
Gebiete der reinen Chemie gemachten Erfahrungen vollkommen 
erklirlich ist. Anders gestaltet sich die Frage nach den 
Beziehungen der in der Pflanzenchemie bekannt gewordenen 
Oxydationserscheinungen zu dem Atmungsprozesse. Bei der 
Atmung erfolgt eine vollstiindige Oxydation des Zuckers, die 
bis zur CQO,-Bildung fortschreitet; die bisher in den Pflanzen 
aufgefundenen Oxydasen und Peroxydasen sind aber nicht 
imstande, Zucker anzugreifen. Portier?) hatte in dieser 
Beziehung nur negative Resultate zu verzeichnen; auf Grund 
dieser Erfahrungen kommt er zu dem Schluf, dah die 
oxydierenden Fermente am Atmungsprozesse nicht beteiligt 
sind und nur als Schutzstoffe fungieren. Auch Porodko) 
behauptet, dai den Oxydasen keine Bedeutung bei der Atmung 
zukommt. Bertrand*) zeigte, daB die oxydierende Wirkung 
der Laccase sehr beschriankt ist: die Laccase ist nur imstande, 
einige Phenol- und Anilinderivate anzugreifen. Die aus den 
Pflanzen isolierten oxydierenden Agenzien wurden bisher tiber- 
haupt nur fiir die Oxydation unbestiindiger zyklischer Ver- 
bindungen mit Erfolg verwendet; diese Oxydationen schritten 
nicht bis zu den Endprodukten der Atmung: die letzten Pro- 
dukte der genannten Reaktionen waren immer noch organische 
Verbindungen. 


‘) Luther und Schilow, Zeitschrift f. physikal. Chemie, Bd. XLVI, 
S. 790 (1903). 

?) Portier, Les oxydases dans la série animale (1897). 

‘) Porodko, Beihefte z. Botan. Zentralblatt, Bd. XVI, S. 1 (1904). 

‘) Bertrand, Comptes rendus, Bd. CXXII, S, 1132 (1896). 
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Vor einiger Zeit habe ich!) die Anschauung entwickelt, 
dafB der bereits von Pfeffer?) und Wortmann®) ange- 
deutete Zusammenhang der anaeroben mit der normalen 
Atmung darin besteht, daB bei der anaeroben Atmung leicht 
oxydierbare Acceptoren entstehen; die anaerobe Spaltung des 
Betriebsmaterials ist also, ebenso wie die Sauerstoffaufnahme 
eine primiire Phase des Atmungsprozesses. Bei Zucker- 
veratmung ist der anaerobe Spaltungsprozei nichts anderes 
als Alkoholgiirung; da aber Athylalkohol nach eigenen Ver- 
suchen*) von lebenden Pflanzen meistens gar nicht angegriffen 
und jedenfalls nicht zu den Endprodukten der Atmung oxydiert 
wird, so habe ich vorausgesetzt, da nur die Zwischenprodukte 
der Alkoholgarung durch das Eingreifen oxydierender Agenzien 
zu CO, und H,O verbrannt werden. Der Mechanismus der 
Alkoholgiirung bleibt leider bis heute nicht aufgeklirt; iiber 
die chemische Natur der bei diesem Vorgang entstehenden 
Zwischenprodukte haben wir keine bestimmten Erfahrungen. 
Buchner und Meisenheimer®) haben zwar vor einiger 
Zeit die Voraussetzung ausgesprochen, dafi Hexosen zuniichst 
in zwei Molekiile von Milchsiiure zerfallen; diese Theorie er- 
wies sich aber als nicht stichhaltig und ist von den Verfassern 
selbst aufgegeben worden.*) Trotzdem ist eine experimentelle 
Untersuchung der Anteilnahme intermediirer Garungsprodukte 
am Atmungsprozesse wohl méglich, wenn man die durch ab- 
get6étete Hefe vergorenen Zuckerlésungen verwendet. Lebende 
Organismen bewirken meistens eine vollstiindige Verarbeitung 
des Betriebsmaterials bis zu den Endprodukten; in abgetéteten 





') Kostytschew, Untersuchungen tiber die anaerobe Atmung der 
Pflanzen (1907, russisch); Biochemische Zeitschrift, Bd. XV, 5. 164 (1908) 
und Bd, XXIII, S. 137 (1909). 

*) Pfeffer, Landwirtschaftl. Jahrbiicher, Bd. VII, S. 805 (1878), 

5) Wortmann, Arbeiten d. bot. Instituts Wiirzburg, Bd. II, 5. 500 
(1880). 

4) Kostytschew, Biochemische Zeitschrift, Bd. XV, S. 164 (1908). 

6) Buchner und Meisenheimer, Chemische Berichte, Bd. XXXVII, 
S. 417 (1904) und Bd. XXXVIII, S. 620 (1905). 

*) Buchner und Meisenheimer, Landwirtschaftl. Jahrbiicher, 
Bd. XXXVII, Ergiinz. 5, S. 265 (1909). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVII. 








122 S. Kostytschew, 


— 


Zellen wird aber die selbstregulierende Korrelation der Enzyme 
zerstért und es bilden sich also betrachtliche Mengen von 
Zwischenprodukten. Speziell fiir die fermentative Alkohol- 
giirung hat A. Lebedew!') bewiesen, dai der Zuckerverbrauch 
bedeutend schneller als die CO,-Bildung  stattfindet: die 
primire Zuckerspaltung schreitet also nicht bis zu den End- 
produkten der Giarung fort. 

In meinen friiher ver6ffentlichten Versuchen habe ich 
gefunden,”) dafi die durch Zymin vergorenen Zuckerlosungen 
eine stark stimulierende Wirkung auf die Sauerstoffatmung 
lebender Weizenkeime ausiiben; in diesen Versuchen wurden 
total vergorene L6sungen verwendet, die keine Spur von Zucker 
enthielten. Hiernach ist die Annahme wahrscheinlich, dab inter- 
mediire Produkte der Alkoholgirung wirklich zu den End- 
produkten der Atmung oxydiert werden. Versuche mit lebenden 
Pflanzen kinnen jedoch nicht als ausschlaggebend betrachtet 
werden, denn es bleibt die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, 
daB es sich hier um eine Reizwirkung handelt. Anderseits 
kénnen diese Versuche keine Auskunft hinsichtlich der Rolle 
der oxydierenden Fermente im Atmungsprozesse geben. Es 
miissen also noch folgende Fragen beantwortet werden: 

1. Sind in fermentativ vergorenen Zuckerlésungen leicht 
oxydierbare Stoffe vorhanden ? 

2. Sind diese Stoffe durch die Einwirkung von Peroxydase 
zu den Endprodukten der Atmung oxydierbar? 

Behufs Lésung der ersten Frage habe ich die Einwirkung 
des Hydroperoxyds in Gegenwart von Ferrosulfat auf Zucker, 
Eiweil} und Giirungsprodukte untersucht. Aus obiger Darstellung 
ist ersichtlich, dafi die Wirkung der Peroxydase derjenigen des 
Ferroions im wesentlichen analog ist. Nun haben Cross, Bevan 
und Smith*) dargetan, dafi Glukose von Hydroperoxyd in 


') A. Lebedew, Biochemische Zeitschrift, Bd. X, S. 454 (1908). 
2) Kostytschew, Biochemische Zeitschrift, Bd. XV, S. 164 (1908) 
und Bd. XXIII, 8. 137 (1909). 

*) Cross, Bevan and Claude Smith, Proceedings of the che- 
mical Society, Bd. XIV, S. 115 (1897—1898); Journal of the chemical 
Society, Bd. LXXIII, S. 463 (1898). 
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Gegenwart einer Spur von Ferrosulfat unter Bildung verschie- 
dener Saéuren und furoidiéhnlicher Stoffe oxydiert wird.!) Die 
cenannten Forscher haben eine soleche Menge von Hydroper- 
oxyd verwendet, dai 1 Atom aktivierten Sauerstoffs einem 
Glukosemolekiil entsprach; bei diesem Verhiiltnis ist eine voll- 
stiindige Zuckerverbrennung natiirlich nicht zu erzielen. Nach- 
stehende Versuche zeigen jedoch, dafi durch Anwendung von 
iiberschiissigem Hydroperoxyd in Gegenwart gréBerer Mengen 
von Ferrosulfat eine bis zur CO,-Bildung schreitende Oxydation 
der Glukose bewirkt wird. Dasselbe Resultat erhielt ich mit 
den Garungsprodukten; die verwendeten vergorenen Lésungen 
enthielten keine Spur von Zucker und waren alkohol- und 
eiweiffrei. Sémtliche Versuche waren bei 0° unter bestandiger 
Durchleitung der CO,-freien Luft ausgefiihrt; die bei der Oxy- 
dation gebildete Kohlensdure wurde in titriertem Barytwasser 
aufgefangen,?) wodurch zugleich ein qualitativer Nachweis von 
CO, ermoglicht war. Fir die Titration wurde Salzsiiure ver- 
wendet. 

Das Hydroxydpraparat (Merck) erwies sich als voll- 
kommen CO,-frei und enthielt keine Spur von Séuren; ander- 
seits ergaben die Kontrolilbestimmungen, dafi die Gesamtmenge 
der aus 100 cem destilliertem, aber vor dem Versuche nicht 
ausgekochtem Wasser auszutreibenden und bei Einfiillen und 
Titration des Barytwassers absorbierten Kohlensiure 3—4 mg 
betrégt. Von allen erhaltenen CO,-Mengen wurden also immer 
i mg abgezogen. Der erste Versuch zeigt, dai bei Anwendung 
nicht sehr groBer Mengen von Ferrosulfat eine langsame, aber 
dennoch bis zur CO,-Bildung schreitende Oxydation der Glukose 
stattfindet. Nach Zusatz einer betrichtlichen Menge von 
Ferrosalz erfolgt sogleich eine stiirmische Oxydation. Das fiir 
die Versuche verwendete Glukosepriparat (Kahlbaum) war 
sehr rein. 

') Bei Abwesenheit des Ferroions wird dagegen Glukose von Hydro- 
peroxyd nicht angegriffen. 

2) Palladin und Kostytschew, Handbuch der biochemischen 
Arbeitsmethoden von Abderhalden, Bd. III, S. 480 (1910). 
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Versuch 1. 
Destilliertes Wasser . . 50 ccm 
30°/oige H,O,-Losung . 100 » 
Glukose (krystallisiert) . 2g 
Temperatur 0°. Luftstrom. 
1. Nach 2 Stunden CO, = 1,6 mg. Zusatz von 0,4 ¢g 


FeSO, - 7 H,0. 

2. Nach 2 Stunden CO, = 37,5 mg. 18 Stunden ohne 
CO,-Absorption. (Luftstrom.) 

3. Nach 2 Stunden CO, = 28,4 mg. Zusatz von 2 ¢g 
FeSO, - 7 H,0. 

4. Nach 11/2 Stunden war die Barytlésung (100 cem) iiber- 
siittigt. 100 ccm von Barytwasser entsprechen 131,2 mg CO... 

Es ist also ersichtlich, daS Glukose durch Uberschuf von 
Hydroperoxyd bei Abwesenheit von Ferrosalz nur duBerst 
langsam oxydiert wird. Nach Zusatz von Ferrosulfat erfolgt 
eine bis zur CQO,-Bildung schreitende Oxydation. Die Ge- 
schwindigkeit der CO,-Produktion ist von der Menge des Ferro- 
salzes abhingig. 

Im folgenden Versuche wurde dieselbe Methode fiir die 
Oxydation der Glukose und eines von mir dargestellten Prii- 
parates von Konglutin (aus Lupinensamen) verwendet. 


Versuch 2. 

A. Destilliertes Wasser 95cem_ B. Destilliertes Wasser 95 cem 
30°/oige H,O,-Lésung 5 » 30°/oige H,O,-Lésung 5 
krystallisierte Glukose 1 g Konglutin , «eg 
FeSO,-7H,O ...2» FeSO,-7H,O ...2>» 


Luftstrom. Temperatur 0°. 

Im Verlaufe von 40 Minuten wurden folgende CO,-Mengen 
gebildet: 

A. Glukose CO, = 106,4 mg. B. Konglutin CO, = 6,4 mg. 

Wihrend Glukose unter ausgiebiger CO,-Abscheidung 
oxydiert wurde, lieferte das EiweifSpriparat nur eine sehr 
geringe CO,-Menge, die tibrigens vielleicht auf eine Oxydation 
der im Konglutin vorhandenen Kohlenhydratgruppe zuriickzu- 
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‘ihren ist: das Konglutinpraéparat farbt sich nach Zusatz von 
-Naphthol und konzentrierter Schwefelsiiure schén_violett 
Reaktion von Molisch). 

In folgenden Versuchen wurde die Oxydation der bei der 
fermentativen Alkoholgaérung entstehenden Stoffe untersucht. 
Fiir die Zuckervergérung wurde kaufliches Hefanol') verwendet. 
Das Hefanol besteht zum groften Teil aus abgetiteter Hefe: 
die Abtétung erfolgt offenbar beim Trocknen der Hefe und 
ist auf Wasserverlust zuriickzufiihren. Da Zucker durch Hydro- 
peroxyd und Ferrosulfat zu CO, oxydiert wird, so miissen die 
zu untersuchenden Lésungen vollkommen zuckerfrei sein. Um 
dies zu erzielen, habe ich immer einen Uberschu8 von Hefanol 
und auBerdem Natriumphosphat zugesetzt. Bereits Buchner 
und Antoni?) haben dargetan, dab Natriumphosphat die fer- 
mentative Zuckervergirung stark stimuliert. Die vergorene 
Lisung wurde mit Schwefelsaéure bis zur schwach sauren Re- 
aktion versetzt, erhitzt und filtriert. Das beinahe vollkommen 
eiweibfreie Filtrat wurde mit verdiinnter Kalilauge neutral 
cemacht und nochmals bis zum Austreiben des Alkohols er- 
wiirmt. Die eiweif- und alkoholfreie Losung wurde abgekiihlt 
und fiir die Versuche verwendet. 


Versuch 3. 

Ein Gemisch von 50 g Hefanol, 25 g Glukose, 6 g 
Natriumphosphat und 200 ccm destilliertem Wasser wurde 
t Tage stehen gelassen, dann auf die soeben beschriebene 
Weise von Alkohol und Eiweif' befreit; eine Probe mit 
Fehlingscher Lésung ergab negatives Resultat; die vergorene 
Losung war also vollstiéndig zuckerfrei. Es wurden drei 
Portionen A, B und C zu je 50 cem fiir den Versuch ver- 
wendet. Luftstrom. Temperatur 0°. 

Portion A. 

1. 1 Stunde im Luftstrome ohne Zusitze. Keine CO,- 
Produktion. Zusatz von 45 cem Wasser und 5 cem 30°/oiger 
H,O,-Lésung. 





1) Yon der Firma Schroder in Miinchen. 
*) Buchner und Antoni, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 136 (1905). 
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2. 2!» Stunden im Luftstrome. Keine CO,-Produktion. 
Zusatz von 2 g FeSO,- 7 H,0. 

3. 11/2 Stunden im Luftstrome. Lebhafte CO,-Produktion. 
Das Barytwasser (100 ccm) war Ubersiattigt; die gebildete 
CO,-Menge war also grofer als 131 mg. 

Portion B. 

15 Stunden im Luftstrome unter Zusatz von 3 g 

FeSO,-7H,O. Keine CO,-Produktion. 
Portion C, 

15 Stunden im Luftstrome unter Zusatz von 3 g 

MnSO,-7H,0. Keine CO,-Produktion. 
Versuch 4. 

Eine zuckerfreie vergorene Lésung, welche aus einem 
Gemisch von 10 g Hefanol, 5 g Glukose, 3 g Natriumphos- 
phat und 50 cem Wasser erhalten und auf die vorstehend 
beschriebene Weise behandelt war, wurde mit 5 ccm 30°/oiger 
H,0,-Lésung und 2 g FeSO,-7H,O versetzt und mit destil- 
liertem Wasser bis auf 100 ccm aufgefiillt. Luftstrom, 
Temperatur 0°. 

Nach 1 Stunde CO, = 73,2 mg. 

» 8 » CO, = 49,6 
» 3 > CO, = S86 > 


Versuch 5. 

Eine zuckerfreie vergorene Lésung, erhalten aus einem 
Gemisch von 25 g Hefanol, 15 g Glukose, 3 g Natriumphos- 
phat und 150 ccm Wasser, wurde in drei gleiche Portionen 
A, B und C geteilt: : 

Portion A wurde mit 45 ccm Wasser und 5 ccm 
30°/oiger H,O,-Lésung versetzt und 2 Stunden im _ Luft- 
strome bei 0° belassen; hierbei wurde aber keine 
nennenswerte Menge von CO, gebildet. Dann wurde 0,75 g 
FeSO,-7H,O hinzugefiigt. Im Verlaufe von 1 Stunde wurde 
34,1 mg CO, abgeschieden. 

Portion B wurde mit 2 g FeSO,-7H,0O versetzt und 
18 Stunden im Luftstrome bei Zimmertemperatur (16°—18°) 
belassen. Keine CO,-Produktion. 
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Portion C wurde mit 2 g Manganacetat versetzt und 
{8 Stunden im Luftstrome bei Zimmertemperatur belassen. 
Keine CO,-Produktion. 

Versuch 6. 

Die aus einem Gemisch von 25 g Hefanol, 10 g Glukose, 
3 g Natriumphosphat und 80 ccm destilliertem Wasser er- 
haltene zuckerfreie vergorene LOsung wurde nach der oben 
angegebenen Methode von Alkohol und Eiweifi befreit. 50 cem 
dieser Lésung wurden mit 100 cem 30°/oiger Hydroperoxyd- 
lisung und 0,3 g FeSO,-7H,O versetzt und im Luftstrome 
bei 0° belassen. 

1. Nach 41/2 Stunden CO, = 14,4 mg. 

2. Nach weiteren 19 Stunden CO, = 28,8 mg. Zusatz: 
0,3 g FeSO,- 7 H,O. 

3. Nach 25 Stunden CO, = 36,0 mg. Zusatz: 2 g 
FeSO,- 7 H,O. 

4. Nach 1 Stunde CO, = 61,6 mg. 

Es ist also ersichtlich, daf die bei der fermentativen 
Alkoholgiirung entstehenden Stoffe durch Hydroperoxyd in 
Gegenwart von Ferrosulfat zu CO, verbrannt werden. Ver- 
suche 5 und 6 zeigen, dafi die Geschwindigkeit der CO,-Pro- 
duktion von der Menge des Ferrosalzes in hohem Grade be- 
einflubt ist. In Gegenwart geringer Menge von Ferrosulfat 
lindet eine langsame, aber tagelang dauernde CO,-Abscheidung 
statt; setzt man aber eine betriéchtliche Menge von Ferrosulfat 
hinzu, so erfolgt eine stiirmische, bis zur CO,-Bildung schrei- 
tende Oxydation der Girungsprodukte. Diese Stoffe werden 
jedoch durch molekularen Sauerstoff in Gegenwart metallischer 
Induktoren nicht angegriffen. 

Obige Versuche zeigen also, daf sowohl Glukose, als 
die bei der fermentativen Alkoholgérung entstehenden Stoffe 
durch Hydroperoxyd in Gegenwart betrachtlicher Mengen von 
Ferrosulfat zu CO, verbrannt werden; aus den vorstehend 
dargelegten Betrachtungen ist ersichtlich, daf die Wirkung 
der Ferroverbindung auf Bildung von sekundirem Eisenperoxyd 
beruht und also der Wirkung von Peroxydase vollkommen 


analog ist. 
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Die erste von den beiden oben aufgeworfenen Fragen 
ist also gelist. Es ergab sich, dai bei der Alkoholgiérung 
leicht oxydierbare Stoffe entstehen, welche durch Hydroperoxyd 
in Gegenwart des Ferroions zu CO, verbrannt werden. Da 
aber das Ferroion sowohl Glukose, als die Garungsprodukte 
oxydiert, so geben die vorstehend beschriebenen Versuche 
keinen Aufschlu8 dariiber, ob durch Eingreifen der Zymase 
die Zuckeroxydation wirklich beférdert wird. Es muf also 
noch die zweite Frage beantwortet werden, ob die inter- 
mediiiren Girungsprodukte von Peroxydase oxydierbar sind. 
In lebenden Pflanzen wird das Atmungsmaterial durch das 
System Oxygenase -/- Peroxydase oxydiert; bei diesem Vor- 
gang spielt die Bildung von sekundiirem Peroxyd die Haupt- 
rolle; die priméren Peroxyde (Oxygenasen) kénnen also durch 
andere von Peroxydase aktivierbaren Peroxyde ersetzt werden. 

In meinen Versuchen habe ich die Oxydation der 
Giirungsprodukte durch das System Hydroperoxyd —+- Peroxy- 
dase herbeigefiihrt. Bereits Palladin!) hat die durch Er- 
frierung abgetdteten Pflanzen mit Hydroperoxyd versetzt und 
erzielte hierdurch eine zwar sehr langsame, aber tagelang 
dauernde CO,-Abscheidung. Palladin betont mit Recht, dab 
derartige Versuche keinen AufschluB itiber den Mechanismus 
der Atmung, aber nur eine Vorstellung von der in den unter- 
suchten Pflanzen vorhandenen Peroxydasemenge geben. Ich 
habe die nach dem Verfahren von Bach und Chodat dar- 
gestellten Peroxydasepriiparate verwendet, welche, mit Hydroper- 
oxyd allein versetzt, keine CO,-Abscheidung bewirkten; nach 
Zusatz von Giirungsprodukten erfolgte aber eine stiirmische 
bis zur CQO,-Bildung schreitende Oxydation, die nach kurzer 
Zeit, infolge des Verbrauches von Peroxydase, ein Ende hatte. 
Fiir die Darstellung der Peroxydase habe ich Weizenkeime 
verwendet. In je einen Versuchskolben wurde eine Peroxy- 
dasemenge hineingetan, welche aus 100 g Weizenkeime im 
Verlaufe von 4 Tagen mit 500 Chloroformwasser extrahierbar 
ist. Aus diesem Extrakte wurde Peroxydase nach den An- 


') Palladin, Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 407 (1906). 
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saben von Chodat!) mit Alkohol gefillt. Nachdem der 
Niederschlag sich abgesetzt hat, wurde er abfiltriert, mit 
95°/oigem Alkohol ausgewaschen, nach dem Abtropfen auf 
eine Glasplatte iibertragen und nach dem Verschwinden des 
Alkoholgeruchs in 30 ccm destilliertem Wasser (bezw. Kalium- 
phosphatliésung) gelost. Ein dauerndes Trocknen scheint die 
oxydierende Wirkung der Peroxydase auf Girungsprodukte zu 
beeintrachtigen, wiahrend die Guajakreaktion hierdurch nicht 
gehemmt wird. Stark hemmend wirkt ein selbst minimaler 
('berschu8 von Ht+-Ionen; es mu daher immer darauf Riicksicht 
genommen werden, dafi der Inhalt der Versuchskolben saure 
Reaktion nicht aufweist. Ebenso schiidlich wirkt ein Uber- 
schu8 von Athylalkohol. 

Die auf die beschriebene Weise dargestellten Priiparate 
enthielten immer eine bedeutende Menge von Katalase; dieser 
Umstand bereitete grofe Schwierigkeiten, denn nach Zusatz 
von Hydroperoxyd zerstirt die Katalase nicht nur dieses, ‘son- 
dern mithin auch die Peroxydase. Davon kann man sich auf 
folgende Weise vergewissern: versetzt man eine LOsung von 
katalasehaltigem Peroxydasepriparat mit Guajakolemulsion und 
Hydroperoxyd, so tritt, trotz ausgiebigen Schiiumens, sofort 
die charakteristische Fiirbung auf; wenn man aber in der Weise 
verfiihrt, da® man zuniichst nur einen Uberschu8 von Hydro- 
peroxyd und erst nach beendigter Gasentwicklung Guajakol 
hinzusetzt, so bleibt die Flissigkeit farblos; nach Zusatz 
von frischer Peroxydase erfolgt sofort die Farbenreaktion. Nach 
dauerndem Stehen ist die Wirkung von Katalase stark geliihmt, 
wihrend diejenige von Peroxydase nur wenig abgeschwiacht 
ist. Viel bequemer ist es jedoch, die Katalasewirkung durch 
Kaliumphosphat zu mildern.?) Wenn man das katalasehaltige 
Peroxydasepraparat nicht in destilliertem Wasser, sondern in 
einer etwa 5°/oigen LOsung von K,HPO, auflést und die Nacht 
liber stehen lait, so ist am folgenden Tage die Katalase- 





') Chodat, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden von 
Abderhalden, Bad. III, S. 45 (1910). 

*) Preobraschensky, Travaux de la Société impériale des Natura- 
listes de St. Pétersbourg, Bd. XL, S. 276 (1910); russisch. 
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wirkung entweder ganz aufgehoben, oder wenigstens bedeutend 
abgeschwiacht.!) Es ist tibrigens zu betonen, daB eine ganz 
schwache Tatigkeit der Katalase diejenige der Peroxydase 
sehr stark herabsetzt. In lebenden Pflanzen wird Peroxydase 
von Katalase nicht gehemmt, da letztere nur Hydroperoxyd 
zersetzt und auf die organischen Peroxyde (Oxygenasen) keine 
Wirkung ausubt. 

Die zu oxydierenden Giirungsprodukte wurden auf folgende 
Weise erhalten: Glukosel6sungen wurden ohne Zusatz von Phos- 
phaten 1—3 Stunden der Einwirkung von Hefanol unterworfen; 
die so kurze Dauer der Giirung wurde aus dem Grunde bevor- 
zugt, dafi Glukose von Hydroperoxyd + Peroxydase zu CO, 
nicht verbrannt wird; folglich kann die Anwesenheit von nicht 
vergorenem Zucker die Versuchsergebnisse keineswegs ent- 
stellen; anderseits bilden sich die priméren labilen Zwischen- 
produkte hauptsiachlich in den anfiinglichen Stadien des Gérungs- 
prozesses, wie es auch Lebedew (I. c.) hervorhebt. Ich habe 
immer drei Kolben mit je 5 g Glukose, 10 g Hefanol und 
50 cem destilliertem Wasser versetzt. Im ersten Kolben wurde 
die Garung nach 1 Stunde, im zweiten nach 2 Stunden und 
im dritten nach 3 Stunden durch Erhitzen auf 100° einge- 
stellt. Dann wurden die L6ésungen filtriert, die drei Filtrate 
vereinigt, nochmals zum Beginn des Siedens erhitzt, abgekihlt 
und zu den Versuchszwecken verwendet. Nachstehend be- 
zeichne ich die so dargestellte Fliissigkeit kurz gefabt als 
«LO6sung der Gérungsprodukte>. 

Der erste Versuch zeigt, daB die Girungsprodukte durch 
Hydroperoxyd allein nicht oxydierbar sind; in Gegenwart von 
Hydroperoxyd und Peroxydase aus Weizenkeimen findet aber 
eine bis zur CO,-Bildung schreitende Oxydation der Giérungs- 
produkte statt. Alle nachstehend beschriebenen Versuche waren 
bei Zimmertemperatur (16—18°) ausgefiihrt. 


‘) Die so dargestellten Peroxydaselisungen sind selbstverstiandlich 
vor dem Gebrauche zu neutralisieren, da sonst eine nicht zu _ unter- 
schatzende CO,-Menge von K,HPO, gebunden werden kann. 
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Versuch 7. 


A. L6sune der Girungsprodukte . . . . 50 eem 
=) 5 
Destilliertes Wasser. ....... 49 


30°/oige Hydroperoxydlosung . ... 5 » 


Luftstrom im Verlaufe von 20 Stunden. Keine CO,-Produktion. 
B. Losung der Giirungsprodukte 


os» OOocom 
Destiliertes Wasser ........ 40 » 
30°/oige Hydroperoxydlésung .... 5 
Losung von Peroxydase (katalasefrei)!) 30 
Luftstrom im Verlaufe von 20 Stunden. CO, = 91,2 mg. 


Am Ende des Versuches war die Peroxydase vollstindig 
verbraucht. Guajakolprobe negativ (nach Zusatz von frischer 
Peroxydase positiv). 

Der vorstehende Versuch dauerte 20 Stunden, doch war 
die gesamte CO,-Menge im Verlaufe der anfinglichen Stunden 
gebildet, wie es aus den nachfolgenden Versuchen zu ersehen ist. 


Versuch 8. 
A. Losung der Garungsprodukte. . 75 cem 
30°/oige Hydroperoxydlésung . 1 
Peroxydase (katalasefrei). 
Luftstrom. 
Nach 1/2 Stunde . . CO, = 46,4 mg 
) » 4 Stunden . 43.6 » 
» 20 » » 0,0 
Summe . . CO, = 90,0 mg 
Am Ende des Versuches war die Peroxydase verbraucht. 
Guajakolprobe negativ. 
) B. 5°/oige Glukoselésung 7 
30°/oige Hydroperoxydlésung. . 15 » 
Peroxydase (dasselbe Priéparat). 
Luftstrom im Verlaute von 20 Stunden. CO, = 1,6 mg. 
C. Lésung der Girungsprodukte. . 75 ccm 
: 30°/oige Hydroperoxydlosung. . 15 
Luftstrom im Verlaufe von 20 Stunden. Keine CO,-Produktion. 


i 








1) Dieses Praiparat ist nach eintégigem Stehen ohne Zusatz von 
Phosphaten katalasefrei geworden. 
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Dieser Versuch zeigt, dafi weder Glukose durch Hydro- 
peroxyd -!- Peroxydase, noch die Garungsprodukte durch Hydro- 
peroxyd allein zu COQ, oxydierbar sind; das System Hydroperoxyd 
-+ Peroxydase bewirkt aber eine bis zur CO,-Bildung schreitende 
Oxydation der Girungsprodukte. Die CO,-Produktion hort auf, 
sobald die Peroxydase verbraucht ist. 


Versuch 9. 


A. Losung der Giarungsprodukte. . 75 ccm 
30°/oige Hydroperoxydlésung. . 15 » 
Peroxydase (etwas katalasehaltig). 
Luftstrom. 

Nach 3 Stunden .. CO, = 26,2 mg 
2() »  .« OO oe OF » 
B. 5°%/oige Glukoseldsung. . . . . 73 ccm 


30°/oige Hydroperoxydlosung. . 15 » 
Peroxydase (dasselbe Praparat). 

Nach 3 Stunden. . . CO, = 1,4 mg 
» 20 » _» »« B= OO » 

Dieser Versuch stimmt im wesentlichen mit den vor- 
stehenden Versuchen tiberein. Die geringere CO,-Produktion 
ist offenbar darauf zuriickzufiihren, daB der gréfte Teil von 
Peroxydase durch die anwesende Katalase zerstért worden war. 

Folgender Versuch zeigt, daf Alkohol durch Peroxydase 
zu CQ, nicht oxydiert wird und sogar die Oxydation der Garungs- 
produkte hemmt. 


Versuch 10. 


A. Lésung der Giérungsprodukte . . 50 ccm 

30°/oige Hydroperoxydlésung. . 15 » 
Peroxydase (etwas katalasehaltig). 
Luftstrom. 

Nach 8 Stunden .. CO, 

» 12 » . CO, 

B. Lésung der Gieeemamelilliie:. . 50 ccm 

30°/oige Hydroperoxydlésung. . 15 » 

Athylalkohol 95°/o . . . _« 

Peroxydase (dasselbe Priiparat). 


lll 
SU) 
op 
ra 
= 
og 
































Uber Zuckeroxydation bei der Pflanzenatmung. 133 


Luftstrom im Verlaufe von 12 Stunden. Keine CO,-Pro- 
duktion. 

C. 5°/oige Glukoseldsung ... . S50 ecem 
30°/oige Hydroperoxydlésung . 15 » 
Peroxydase (dasselbe Priiparat). 

Luftstrom. 

Nach 6 Stunden. . . CO, = 4,2 mg 

12 > ... CO, = 0,0 


Aus dem nachfolgenden Versuche ist ersichtlich, dab die 
saure Reaktion der Losung eine hemmende Wirkung auf Per- 


oxydase ausiibt. 
Versuch 11. 


Losung der Giirungsprodukte . . 50 cem 
30°/oige Hydroperoxydlésung. . 5 
Peroxydase (durch Zusatz von KH,PO, schwach sauer 
gemacht). 


Luftstrom. 
Nach 3 Stunden... CO, = 1,4 mg 
Neutralisiert mit KHO. 
Nach 3 Stunden . . . CO, = 23,4 mg. 


Die beschriebenen Versuche ergaben ein und dasselbe 
tesultat: nur die Zwischenprodukte der Alkoholgiirung sind 
durch Peroxydase unter Bildung bedeutender Menge von CO, 
oxydierbar. Es ist somit zum erstenmal gelungen, ein oxydie- 
rendes Pflanzenferment ftir die Verbrennung der Produkte des 
pflanzlichen Stoffwechsels mit Erfolg anzuwenden, denn bisher 
wurden mit Hilfe von Peroxydase nur Oxydationen ausgefihrt, 
welche in der lebenden Pflanze meistens kaum stattfinden 
sollten und jedenfalls nicht zur CO,-Bildung schritten. Besonders 
wichtig scheint aber gerade der Umstand zu sein, daf bei der 
Oxydation der Giirungsprodukte durch Peroxydase CO, gebildet 
wird, denn es ist dies eine Stiitze fiir die Annahme, daBb Per- 
oxydase am Atmungsprozesse direkt beteiligt ist. Die in meinen 
Versuchen ausgefiihrten Oxydationen unterscheiden sich von 
den sich bei der Atmung abspielenden Prozessen wahrschein- 
lich nur in der Beziehung, daf Oxygenase durch Hydroperoxyd 
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ersetzt war; dieser Umstand ist aber von geringer Bedeutung, 
da die Wirkung der Peroxydase, den oben angegebenen Er- 
Orterungen zufolge, derjenigen des Ferroions durchaus analog 
und auf eine Koppelung durch Zwischenstufe des Induktors 
zuriickzufiihren ist; hierbei spielt die chemische Natur des 
Aktors keine Rolle. In unserem Falle bildet sich aus ver- 
schiedenartigen primiiren Peroxyden ein und dasselbe sekundire 
Peroxyd, und nur dieses bewirkt sodann die Oxydation der 
Acceptoren. Der Verbrauch von Peroxydase bei dem Oxyda- 
tionsvorgang deutet darauf hin, daf letztere nicht als Kataly- 
sator, sondern als Induktor fungiert.!) Auch das Ferrosalz wird 
bei dem Oxydationsvorgang verbraucht, denn das aus Fe! ent- 
stehende FeY geht unter Abgabe des aktivierten Sauerstoffs in 
Fell jiber; letzteres ist aber zur Peroxydbildung unfihig. Es 
sei hier beiliiufig bemerkt, dab meine Peroxydasepraparate keine 
teaktionen der anorganischen Ferroverbindungen gaben; tbri- 
gens hat Bach?®) nachgewiesen, daB die oxydierende Wirkung 
von Oxydasen iiberhaupt nicht auf die Anwesenheit von Ferro- 
oder Manganverbindungen zuriickzufihren ist. 

Auch die Rolle der Zymase im Pflanzenorganismus ist 
nunmehr begreiflicher geworden. Die fortwiéhrend bei tadel- 
loser Aeration vegetierenden und unter normalen Umstinden 
keinen Alkohol erzeugenden Pflanzen enthalten immer _ nicht 
zu unterschiitzende Mengen von Girungsfermenten, welche fiir 
die betreffenden Organismen auf den ersten Blick als voll- 
kommen iiberfliissig erscheinen. In Wirklichkeit sind aber die 
Girungsfermente fiir den Atmungsprozeb unentbehrlich, da die- 
selben eine Umwandlung des vorriitigen Betriebsmaterials in 
leicht oxydierbare Acceptoren bewirken. Wenn die Alkohol- 
giirung der Saccharomyceten vom Luftsauerstoff unabhangig 


ist, so riihrt dies, wie Palladin®) sehr richtig bemerkt, nur 
‘) In lebender Pflanze kénnte die Induktion durch eine Anderung 
der Geschwindigkeiten der einzelnen Reaktionen in Katalyse tbergehen. 
Diese Voraussetzung ist aber keineswegs als bewiesen oder gar als sehr 
wahrscheinlich anzusehen. 
2) Bach, Chemische Berichte, Bd. XLII. S. 364 und 366 (1910). 
‘) Palladin, Biochemische Zeitschrift, Bd. XVIII, S. 176 (1909). 
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davon her, daf die Hefe tiber eine iuberst geringe Menge der 
oxydierenden Agenzien verfiigt; wegen der mangelnden Akti- 
vierung des molekularen Sauerstoffs wird der grébte Teil der 
: bei der Girung gebildeten Acceptoren nicht oxydiert, sondern 
4 zu Alkohol und CQO, verarbeitet. 

, Den Verlauf der hauptsiichlichsten Phasen der Zucker- 
veratmung stelle ich durch folgendes Schema dar: 


iE 
Fa 
BS 
ie 
e 





Zuckerarten Luftsauerstoff 
Primire 
Prozesse Zwischenprodukte der Primiire Peroxyde 
Alkoholgarung (Oxygenasen) 
i | ” | \ Sekundiire Peroxyde 
Sekundare / eit aie Mien Bienes ) 
/ \ (Eingreifen der Peroxydase) 
/ \ 
Prozesse ff os dash 
CH,CH,OH ++ CO, CO, und H,0. 


Palladin’) hat vor einiger Zeit den AtmungsprozeB der 
Pflanzen in folgende Phasen eingeteilt: 
Primire Prozesse Sekundare Prozesse 


Anaerobe Fermente Luftsauerstoff 


(Zymase, Katalase u. a.) | 
| Oxydasen 


| 
<— Reduktase —> Phytohimatine 
| 


Peroxyde 
Garungsprodukte (H,0, oder Oxygenasen) 
ee 
Atmungsprodukte (CO, und H,0). 


Auf Grund der oben angegebenen Erorterungen halte ich 
nur die intermediaéren Girungsprodukte fiir die bei der Atmung 
zu oxydierenden Acceptoren und betrachte die Alkoholbildung 
als eine Nebenreaktion. Den Ergebnissen meiner Versuche 
zufolge diirfte diese ausfiihrlichere Einteilung als wohl berech- 

r tigt erscheinen. Wenn anderseits Palladin die Sauerstoff- 
aktivierung als einen sekundiren Vorgang bezeichnet, so ist 


1) Palladin, Biochemische Zeitschrift, Bd. XVIII, S. 202 (1909). 
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dies nur ein scheinbarer Widerspruch mit meiner Auffassung, 
da es sich hier offenbar bloB um eine verschiedene Ausdrucks- 
weise handelt; vom biochemischen Standpunkt aus ist die 
Sauerstoffaufnahme nach dem Palladinschen Schema wohl 
ebenfalls als eine primiire Phase der Atmung anzusehen. In 
Ubereinstimmung mit Bach und Engler halte ich die priméren 
Peroxyde (Oxygenasen) fiir die ersten Produkte der Sauerstolt- 
aufnahme. Die Anteilnahme der pflanzlichen Chromogene (Phyto- 
hiimatine) an den sekundéren Oxydationsvorgiingen nimmt 
-alladin wohl aus dem Grunde an, da es damals noch nicht 
gelungen war, durch oxydierende Pflanzenfermente Pflanzen- 
stoffe direkt zu CO, zu verbrennen. Nachdem ich es jedoch 
erzielt habe, halte ich die Annahme fiir wahrscheinlicher, dat 
die bei der Giirung entstehenden Acceptoren von den sekun- 
diiren Peroxyden ohne Mitwirkung anderweitiger Stoffe zu den 
Endprodukten der Atmung oxydiert werden. Den Chromogenen 
sollte also eine andere Rolle, und zwar diejenige der Sauer- 
stoffspeicher zukommen. Diese Bedeutung der pflanzlichen 
Chromogene hat Palladin!) in einer friiher veroffentlichten 
Mitteilung hervorgehoben und hierbei darauf hingewiesen, dab 
die so priizisierte Rolle der Chromogene mit derjenigen des 
Blutfarbstoffs identisch ist. Nach dem trefflichen Ausdrucke 
Bredigs?) ist das Oxyhiimoglobin nicht als Sauerstoffaktivator, 
sondern als Sauerstoffspeicher zu bezeichnen; fiir die 
eigentliche Oxydation des Atmungsmaterials hat das Oxyhiimo- 
globin keine Bedeutung. 

SehlieBlich muf noch die Nebenreaktion der Alkoho!- 
bildung kurz besprochen werden. Da der Alkohol kein Zwischen- 
produkt der Atmung ist, so ist die Frage am Platze, auf 
welche Weise der in den Pflanzengeweben etwa entstandene 
Alkohol’) entfernt bezw. verbraucht wird? In einer friiher 
publizierten Arbeit*) habe ich dargetan, daB einige Pflanzen 

') Palladin, Diese Zeitschrift, Bd. LV, S. 221 (1908). 

*) Bredig, Anorganische Fermente, S. 87 (1901). 

*) Eine Alkoholbildung kénnte z. B. bei zeitweiligem Sauerstoff- 
mangel erfolgen. 

*) Kostytschew, Biochemische Zeitschrift, Bd. XV, S. 164 (1908) 
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gar nicht imstande sind, Alkohol zu oxydieren; auch in den 
Fiillen, wo diese Oxydation zustande kommt, schreitet sie nicht 
bis zur CO,-Bildung. Findet keine Oxydation des Alkohols 
statt, so wird dieser offenbar schlechthin bei der Transpiration 
abgeschieden; eine Oxydation des Alkohols kénnte aber zu 
der Zuckersynthese fiihren, wenn z. B. Athylalkohol zu Glykol- 
aldehyd oxydiert wiirde; aus Glykolaldehyd bilden sich sehr 
leicht zuckerartige Kondensationsprodukte. Vom rein chemischen 
Standpunkte aus ist freilich eine Oxydation des Alkohols zu 
Acetaldehyd und Essigséure als wahrscheinlicher anzusehen. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVII. 10 








Uber Glukuronsdure und Atherschwefelsauren im menschlichen 
Urine. 
Von 


Dr. C. Tollens. 


(Aus der stadtischen Krankenanstalt in Kiel. 
Dirigierender Arzt: Prof. Dr. Hoppe-Seyler.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Juni 1910.) 


Im Anschlu6 an die Veréffentlichungen von mir in Bd. LXNI, 
S. 95, von Stern und mir in Bd. LXIV, 8. 39 dieser Zeit- 
schrift méchte ich einige weitere Untersuchungsergebnisse mit- 
teilen. Diese haben sowohl die unter verschiedenen Diitformen 
und unter pathologischen Verhiltnissen ausgeschiedene Menge 
der Glukuronsiiure im menschlichen Urin zum Gegenstande, 
als sie sich auch besonders mit dem Mengenverhiltnis der Glu- 
kuronsiiure zu den gleichzeitig ausgeschiedenen Atherschwefel- 
siiuren befassen. Weiter habe ich versucht, einen Einblick zu 
gewinnen in die Paarungsverhaltnisse des reinen per os ge- 
gebenen Phenols und Indols zur Glukuronsiiure und Schwefel- 
siiure. Da sich wohl dem Phenol die Kresole, dem Indoxy! 
das Seatoxyl analog verhalten, habe ich mit diesen Substanzen 
keine weiteren Versuche angestellt. 

Die Versuchsanordnung, die sich so von selbst ergab, 
war folgende: Bei Miinnern mit gesunden inneren Organen, die 
geringfiigiger diuberer Leiden wegen behandelt wurden, habe 


ich zuniichst bei gemischter Nahrung — einer derben Haus- 
mannskost — die 24stiindige Menge der Glukuronsiéure und 


der Atherschwefelsiiuren des Urins bestimmt. Dann wurde 
mehrere Tage lang eine sehr reichliche Fett-Fleischdiat gereicht, 
da hierdurch bekanntlich infolge vermehrter Eiweibfaiulnis und 
vermehrter Bildung aromatischer Produkte im Darme eine Steige- 
rung der Atherschwefelsiiureausscheidung bewirkt wird. Da 
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nun schon im normalen Urin an aromatische Fiaulnisprodukte 
cebundene Glukuronsiiure neben Atherschwefelsiiure vorkommt, 
so war es moglich und auch wahrscheinlich, daf sich auch 
die Glukuronsdure vermehrt, wenn infolge vermehrter Eiweib- 
fiulnis im Darm mehr aromatische Stoffe gebildet werden und 
in den Urin tibergehen. Umsomehr konnte man das erwarten, 
als tiberhaupt nur ein Teil der aromatischen Substanzen_ in 
der Bindung an Schwefelséure den KoOrper verliifit, und als man, 
wie gesagt, neben der Bindung an Glykokoll und aufer dem 
Auftreten aromatischer Oxysiéuren schon liingst die Verkuppelung 
aromatischer Substanzen mit der Glukuronsiiure kennt. Bau- 
mann,?) der Entdecker der Atherschwefelsiiure, wies dabei 
der Glukuronsiiure hauptsichlich die Aufgabe zu, erst bei Er- 
schépfung der paarungsfihigen Schwefelsiure die Ent- 
giftung aromatischer Zersetzungsprodukte resp. eingefiihrter 
Gifte durch Paarung mit ihnen vorzunehmen. Spiitere Unter- 
suchungen von Falck?) und Salkowski’) wiesen aber auch 
eine gleichzeitige Paarung aromatischer Substanzen mit 
Glukuronsiiure und Schwefelsiure nach. Falck nimmt, gestiitzt 
auf seine Experimente beim Hunde, an, dab selbst dann, wenn 
recht kleine Mengen Phenol in das Blut und zu den Geweben 
gelangen, wie es schon normal infolge der Darmfiulnis ge- 
schieht, stets ein Teil, bis tiber 30°/o, in gepaarte Glukuron- 
siiuren umgewandelt wird. Salkowski betont gelegentlich 
seiner Untersuchungen tiber den Stoffwechsel der Herbivoren 
die gleichzeitige, nebeneinander verlaufende Bildung von ge- 
paarten Glukuronsiiuren und Atherschwefelsiiuren. 

Nachdem eine Reihe von Versuchen Klarheit in die Aus- 
scheidungsverhiiltnisse dieser Substanzen bei Fleisch- und Fett- 
kost geschaffen hatte, habe ich dann versucht, durch vor- 
wiegende und auch durch reine Milchkost eine Beschriinkung 
der Faulnisprozesse im Darme und dementsprechend eine Herab- 
setzung der im Urin ausgeschiedenen Atherschwefelsiiuren 


1) Baumann, u.a.s. Diese Zeitschrift, Bd. HL (1879), und Pfliigers 
Archiv f. Physiol., Bd. XIII. 

2) Falck, Miinch. med. Wochenschr., 1902, S. 1489. 

5) E. Salkowski, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 230 (1904). 
10)* 
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herbeizufiihren, um zu sehen, ob diesem Absinken der Ather- 
schwefelsiuren ein Absinken der Glukuronsauren parallel gehe.') 

Einige wenige Versuche mit per os gegebenem reinen 
Indol und Phenol erwiesen sich dann noch als erforderlich 
zur Klarstellung der Frage, ob und wie sich diese K6rper vor- 
zugsweise mit Glukuronsaure oder mit Schwefelsaure paarten.?) 

Zunichst lasse ich meine Untersuchungen in Tabellenform 
folgen: 

Aus der Tabelle I geht zuniachst hervor, dafi bei dem Unter- 
suchten das Verhiiltnis der Glukuronsiiure zur Atherschwefel- 
siiure sich in der Nahe von 2:1 halt. Nachdem in den oben 
mitgeteilten Arbeiten mit meiner Methode eine Tagesmenge von 


‘) Uber den Einflu® der Diaét auf die Darmfaulnis und Ausscheidung 
ihrer aromatischen Produkte im Urin siehe unter anderen die Arbeiten: 
1. Albu, Deutsche med. Wochenschr., 1887. 
2. Baumann, Diese Zeitschrift, Bd. X, S. 123 (1886). 
3. Bienstock, Zeitschrift f. klin. Med., Bd. VIII. 
4. Biernacki, Arch. f. klin. Med. Bd. XLIX, 1892. 
5. Blumenthal, Virchows Archiv, Bd. CXLVI. 
6. Hirschler, Diese Zeitschrift, Bd. X, S. 306 (1886). 
(i. Hoppe-Seyler, Diese Zeitschrift, Bd. XII, S. 1 (1888). 
8. v. Moraczewski, Zentralbl. f. innere Med. (1909), Nr. 49. 
Archiv f. Verdauungskrankheiten, Bd. XIV, H. 4. 
9. Fr. Miller, v. Leydens Handbuch der Ernihrungstherapie, 
1903, 2. Aufl. 
10. Poehl, Malys Jahresbericht, 1897. 
11. Rovighi, Diese Zeitschrift, Bd. XVI, S. 20 (1891). 
12. D. Gerhard, Uber Darmfaulnis, Sammelreferat, Ergebnisse der 
Physiologie, 3. Jg., 1. Abt. 
13. v. Noorden, Handbuch der Pathologie des Stoffwechsels. 
2) Vgl. dazu die Arbeiten: 
1. Austin, Salkowski-Festschrift, Berlin 1904, S. 53. 
2. Béla v. Fenyvessy, Malys Jahresb. f. Tierchem., Bd. XXXV, 
S. 726 (1905), 
5. Blumenthal, Bioch. Zeitschr., Bd. I, S. 135 (1906). 
4, Falck, s. 0. 
5. P. Grosser, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV. 
6. Jaffé, Zentralbl. f. d. med. Wissensch., Bd. I, S. 2 (1872). 
7. Kiilz, Arch. f. d. ges. Physiologie, Bd. XXX, S. 485 (1883). 
8. Masson, Arch. de Physiol. norm. et path. (1874), Nr. 21, S. 760. 
%. E. Wang, Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, 8. 557. 
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Tabelle I. J. (Untersehenkelgeschwiir). 
ea aD 














Ather- Ver- Durchschnitt 
Glukuron- 2 - cage | Bina 
Tag schwefel- hiilt- Diat Glukuron-  4*'er= oe" 
share |... wie _ schwefel- halt- 
| siiure nis siiure aes . 
saure nis 
1 | 0.2730 0,162 1,7:1,> Gemischt |) 
| 0,3939 O198 | 2:1 
2 | 05148 0,233 | 2,2:1) > j 
3 | 0,6336 | 0189 3,4:1 Fleisch—Fett 
| | 
4} 0,5400 | 0,252 (24:1) » > | 
5 | 0,5996 0,310 (20:1) » > a at 
| » 0.5478 0,277 at% 
6 | 04236 | 0,260 1,6:1) » : | 
| | | 
7 | 00,6532 | 0,260 \|2,5:1) » > 
8} 0,3888 | 0,190 20:1! » » | 
| | 
9 00,4368 | 0,231 | 1,9:1)Milch — Brot)) | 
i | | 
10 0,3948 | 0,203 | 2,0:1) > | 
11} 04050 | O51 (2,7:1] » > 140.4792 0.210 2,331 
12 0,4922 | 0,192 | 2,6:1] | 
13} 0,5670 | 0,273 |2,1:1| > » | 








0,3—0O,4 g Glukuronsiiure im menschlichen Harn als meist vor- 
handen festgestellt war, konnte man von vornherein bei den 
allgemein angenommenen Normalwerten von 0,12—0,25 g Ather- 
schwefelsiuren im Tagesurin ein mittleres Verhiiltnis von etwa 
2:1 erwarten. Das Untersuchungsresultat entspricht also der 
theoretischen Annahme; allerdings handelt es sich hier um 
Mittelzahlen aus den untereinander etwas schwankenden Tages- 
werten. Man wird sich tiberhaupt tiber ein starkes Schwanken 
dieses Verhialtnisses nicht wundern diirfen, weil der Wert der 
Atherschwefelsiiuren schon normalerweise recht schwankt, 
wihrend der der Glukuronsaure im allgemeinen allerdings gleich- 
miBiger ist, aber doch auch Schwankungen unterliegt. 

Bei der Fleisch-Fettdiiét, die etwa 250 g Eiweils, 240 g 
Fett enthielt, stiegen die Glukuronsiure und zugleich damit die 
Atherschwefelsiiuren an. Bedeutend ist allerdings weder die 
Steigerung der Glukuronsiiure, noch die der Atherschwefelsiiuren, 
immerhin iibersteigen die Werte sowohl die Normalzahlen wie 
auch die bei gemischter Kost bei demselben Manne unmittelbar 
vorher erhaltenen merklich. 








142 C. Tollens, 


Fett-Fleischdiit steigert also gleichzeitig sowohl die 
Glukuronsiiure als auch die Atherschwefelsiuren des Urins. 
Ohne Zweifel ist die gemeinsame Ursache die Vermehrung der 
Darmfiulnis, deren in den Kreislauf gelangende Produkte gleich- 
zeitig Glukuronsiure und Schwefelsaure zur Paarung heranziehen. 

Die Verminderung der Glukuronsiiure und der Ather- 


schwefelsiiuren durch Milch-Brotkost — 1,51 siife Milch, 1 |] 
Sauermilch, 300 g Brot — gelang in diesem Falle nicht gut. 


Zwar sank die Menge der Glukuronsiiure und der Atherschwefel- 
siiuren wieder ab bis anniihernd zur Norm. Weiter herunter 
liefen sich aber die Werte durch die 5tigige Milch-brotnahrung 


nicht driicken. 
Tabelle Il. G. (Unterschenkelgeschwir). 


Indolversuch. 


EE 


; Ather- | Ver- Durchschnitt 
_. | Glukuron- si ~ rear 
Pag schwefel- halt- Diat Glukuron-| Ather- er- 
siure | _. i ‘schwefel- halt- 
| siuren | nis siure | . 


| sSduren = nis 





1 0.5607 | 0,277 |2,0:1) Sehr reichlich | | | 
2. 0.5880 0.203 2,8: 1.Fleisch und Fett ines 0,257 23 | 


| 


3 08228 0291 21:1) » >» » 
4 0.5746 | 0,352 1.6:1do. + 0,2 Indol] 0.5746! | 0,352! 1,6: 1! 


| 





5 O5148 0,282 2,2:1 Fleisch — Fett] 0,5148 | 0,232 2,2:1 

6 04370 | 0218 20:1 ‘2 1 Milch | | 

7 ws wee . +. 2 Semmel }| 0,4480 | 0,233 1,9:1 

/ 0.4990 0.248 1,9:1 +. Gemiise | | 
| } | 

& 0.4272 | 0.334 1,3:1do. + 0,2 Indolf 0,4272 | 0,334 1,3:1! 


9 0.5130 | 0,251 2.0:1.Gemiise+-Milch] 0,5130 | 0,251 2,0:1 





Die Versuchsanordnung erfuhr bei diesem Versuche gegen- 
iiber der von Versuch 1 eine wichtige Erweiterung, indem am 
4. und 8. Tage je 0,2 g reinen Indols per os gegeben wurden. 
Diese Menge wird vom Menschen anstandslos ohne irgend welche 
krankhaften Erscheinungen vertragen und diirfte, glaube ich, 
leicht auf 0,5 g erhéht werden. Wang!) beobachtete bei einer 


Wang, s. oben. 











Uber Glukuronsiure und Atherschwefelsiuren usw. 143 


Hiindin von mittlerer GréBe erst bei 1 g Zeichen von Nieren- 
reizung. Die Milch-Brotkost des ersten Versuches wurde hier 
durch eine eiweifarme ersetzt — !/2 1 Milch und griine Ge- 
miise —, um ein eventuell bestehendes, direktes Abhingigkeits- 
verhéltnis der Glukuronséure im Urin vom Eiweifbestand der 
Nahrung erkennen zu kOnnen. 

Man sieht, da das durchschnittliche Verhiltnis der Glu- 
kuronsiure zur Atherschwefelsiure sich dem des vorigen Ver- 
suches nahert. Wiederum lift die reichliche Fleisch-Fettdiiit 
die Glukuronsiure und die Atherschwefelsiiuren gleichzeitig an- 
steigen, wenn auch in geringem Mabe. Unter der Wirkung 
einer eiweifarmen Kost sinkt die Glukuronsiiure ein wenig, die 
Atherschwefelsiiure nimmt kaum ab. Eine sehr wesentliche 
Verringerung der Darmfiulnis l&Bt sich also auch hier nicht 
erzielen, soweit man aus der Glukuronsiiure und Atherschwefel- 
siiure des Urins schliefien darf. Ein Abhangigkeitsverhaltnis der 
Glukuronséiure vom Eiweifibestande der Nahrung scheint nicht 
zu bestehen, denn sonst miibte sicher bei dem geringen Eiweil- 
gehalt der Nahrung von etwa 40 g tiiglich der Glukuronsiure- 
wert weit tiefer gesunken sein. Damit ist natiirlich ein Einblick 
in einen eventuell vorhandenen Zusammenhang der ausge- 
schiedenen Glukuronsiuremenge zum Gesamteiweifiumsatz im 
Korper nicht gewonnen. Ein Vergleich zwischen Stickstoffaus- 
scheidung und Glukuronsaéuremenge wide hier wohl ausschlag- 
gebend sein. 

Sehr bemerkenswert ist nun das Verhalten der 0,2 g Indol. 
Der in den nachsten 24 Stunden ausgeschiedene Urin wies 
natiirlich alle Merkmale des stark indoxylhaltigen Harns auf. 
Die Obermayersche Reaktion fiel sehr stark positiv aus. Die 
Schwefelsiiureniederschlage waren direkt blaurot gefiarbt. Die 
Atherschwefelsiiuren waren nun auch, wie zu erwarten, auf 
die Indoleingabe stark vermehrt, bis auf 0,352 und 0,334 g. 
Dagegen stieg die Glukuronséiuremenge nicht, d. h. 
das Indol paarte sich in iberwiegendem Mabe mit der 
Schwefelsiure, nicht mit der Glukuronsidure. Fiir diese 
kleinen, von mir verwendeten Indolmengen also hat die 
Baumannsche Ansicht recht, daB in erster Linie die Schwefel- 
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siiure zur Paarung mit den Faéulnisprodukten des Darms heran- 
gezogen werde. 

Die naheliegende Schluffolgerung war anderseits, daf 
die Glukuronsiure, da sie ja doch nach Tabelle 1 und 2 bei 
steigender Darmfiulnis parallel den Atherschwefelsduren im 
Urin ansteigt, wenn nicht vom Indol, ihrerseits nun vorzugs- 
weise von Phenolen zur Paarung herangezogen werde. Zur 
Kliirung dieser Frage gab ich im niichsten Falle erst Phenol, 
dann Indol in Substanz. 


Tabelle III. D. (Hallux valgus — operiert). 


Indol- und Phenolversuch. 








Glu- | Ather- | Ver- | Durchschnitt 


Tag} kuron- schwefel-) hilt- | Diat Glukuron- Ather- Ver- 
| | schwefel- halt- 





Saure | sauren | nis | Saure | sturen | nis 
10,3528) 0,155 (22:1)  Gemischt 03528 | 0,155 | 22:1 
2 | 0,3840) 0,135 | 2,9:1 21Milch. Stuhl 0 | 


| | 
3 | 0,3699) 0,191 | 1,9:1 do, Seifeneinlaul'o3i79 | 0,142 | 2,3:1 
| und Ricinus- | | 

| 


4 | 0,3000) 0,100 |3,0:1) » 1, Stuhl fest 
5 | 0,5000) 0,150 (33:1. » +Phenol0,25] 0,5000! | 0,150! 3,3: 1 





60,3225) 0,281 1,15:1 » + Indol 0,25) 0.3225 | 0,281 1,15: 1 
| | 








Die Untersuchung des Falles gliickte insofern nicht gut, 
als bei D. die Milchkost eine sehr hartnickige Verstopfung 
nach sich zog, so daB sich auch mit Hilfe energischer Pur- 
gantien und von Einlaéufen kein ausreichender und regelmabiger 
Stuhl erzeugen lief. 

Man sieht aber doch wieder, wie der der gemischten Diat 
entsprechende Normalwert von 0,35 g Glukuronsaure durch die 
Milchkost etwas herabgedriickt wird. Gleichzeitig sinken, wenn 
auch im Durchschnitt nicht viel, die Atherschwefelsaiuren ab. 
Bei beiden Diiitformen das tibliche Verhiltnis von Glukuron- 
siiure zu Atherschwefelsiuren von ungefahr 2 : 1. 

Auf 0,25 g Phenol am 5. Tage erfolgt nun eine 
sehr deutliche Steigerung der Glukuronsiaure von 0,3 
auf 0,5 g neben einer verhialtnismafig geringeren der 
Atherschwefelsiuren von 0,1 auf 0,15 g. 
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0,25 g Indol am niichsten Tage bewirkte dagegen ganz 
analog dem Fall II ausschlieBlich eine Steigerung der Ather- 
schwefelsiiuren mit entsprechender Verschiebung der Verhiiltnis- 
zahlen auf 1,15: 1. 

D. h. also, in diesem Falle hat sich die eingefiihrte kleine 
Phenolmenge vorzugsweise der Glukuronsiiure, das Indol vor- 
zugsweise der Schwefelsiiure angelagert. Und ich glaube, dah 
sich in dieser Form der Satz verallgemeinern lift. Ich sage 
dabei absichtlich «vorzugsweise», nicht ausschlieBlich, denn es 
gibt im Harn Indoxylglukuronsaure. Erstens ist von Hoppe- 
Seyler!) im Kaninchenharn nach Eingabe einer indoxyl- 
bildenden Substanz, — Orthonitrophenylpropiolsiiure — von 
Wang?) und anderen nach Gaben von reinem Indol im Hunde- 
harn polarimetrisch das Auftreten eines linksdrehenden K6érpers 
festgestellt worden, der der Sachlage nach als Indoxylglukuron- 
siure angesprochen werden mubte. Zweitens ist sie von 
P. Mayer und C. Neuberg?) aus dem menschlichen Urin 
isoliert und als solche identifiziert worden. Anderseits ist die 
Vermehrung der Atherschwefelsiiuren, die auch bei meinen 
Versuchen zwar unbedeutend, aber doch vorhanden war, eine 
festgestellte Tatsache nach Phenoleingabe. In Vergiftungsfiillen 
kann sogar alle verfiigbare Schwefelsiure zur Bindung von 
Phenolen herangezogen werden, sodaBh die Sulfatschwefelsiéure 
aus dem Harne verschwindet.*) 

Ein Uberblick iiber die drei Tabellen fiihrt nun zu der 
Annahme, dafi bei den drei untersuchten Personen Phenol und 
Indol in ziemlich konstantem Verhiltnis gebildet wurde. Denn 
so erklirt sich ungezwungen das gleichzeitige Steigen und 
Sinken von Glukuronsidure und Atherschwefelsiuren unter der 
obigen Voraussetzung, dafi Phenol sich vorzugsweise mit Glu- 
kuronséure, Indol mit Schwefelsiure binde. 

Die Schwankungen in der Ausscheidung von Glukuron- 





1) Hoppe-Seyler, Diese Zeitschrift, Bd. VII, S. 425 (1883). 

*) Wang, Ss. 0. 

3) P. Mayer und C. Neuberg, Diese Zeitschrift, Bd. XXIX, S. 256 
(1900). 

4) Wohlgemuth, Berl. klin. Wochenschr., 1906, Nr. 17, u. a. m. 
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siiure und von Atherschwefelsiiure, wie sie im normalen Zu- 
stand vorkommen, erkliiren sich dann wohl aus einer nicht 
ganz gleichmiibigen Zerlegung des Eiweifes bald unter mehr 
Bildung von Phenol (aus Tyrosin), bald unter reichlicherer 
sildung von Indol (aus Tryptophan). 

Ich méchte das Mengenverhiiltnis beider Substanzen zu 
einander, ungefiihr von 2: 1, wie es in diesen Fallen war, als 
das hiiufigere, normale ansehen. Es gibt aber auch starke 
Abweichungen davon. Ich konnte némlich 2 Falle untersuchen, 
bei denen das Verhiiltnis von Glukuronsiure zu Atherschwefel- 
sduren in ganz auffilliger Weise zugunsten der Glukuronsiiure 
abwich. Ich fand diese beiden Fille beim Suchen nach Per- 
sonen mit niedriger Atherschwefelsiureausscheidung, die ich 
am schwachen oder negativen Ausfall der Indoxylreaktion nach 
Obermayer zu erkennen suchte. 

Ich lasse die Tabellen der Untersuchungsresultate folgen. 


Tabelle IV. O. (Unterschenkelgeschwiir). 





Glu- | Ather- | Ober- | Ver- | Durchschnitt 
Diat Glu- | Ather- | Ver- 


Tag kuron- schwefel- mayersche! hialt- | | m 
| kuron- schwefel-) halt- 








siure | sauren | Reaktion | nis sure | séuren | nis 
1 (05400) 0131 | | 40:1, Gemischt | " 
ee eae, Rtn: - vie losneo 0,1350 /4,2:1 
20,6120 0140 | — | 44:1] > | | 
30,4536) 0,206 | + gchwach| 22:1) 1 1 siibe 

| spline 
40,3276 0,074 | — | siaae F —— 
5 |0,4386) 0,102 2, Schr | 43:1) mit |- ’ 
6 | 0.3950! 0,081 | |g 3:1 reichlich (04077) 0,117 3,5: 
a. | | %°- "| Zucker 
7 |0,4500; 0172 ; + | 2,7:1, und Brot 
80,3600) 0,064 | + | 56:4) PP Tag 
j { | 

9 0.5364 0,054 |-++schwach'10,0:1, Gemischt 

0.5076 , [r woke \ 5990 0,148 |3,5:4 
10 |” 0.242 (+ >» |24:14) » SJ 








Von vornherein zeichnet sich der Fall vor den drei an- 
gefiihrten aus durch das Uberwiegen der Glukuronsiure tiber 
die Atherschwefelsiuren. Denn das Verhaltnis betragt nicht 
wie bisher 2 1, sondern 4:1. Die Menge der Atherschwefel- 
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siiure ist dabei hédchstens eine mittlere. Die Glukuronsiiure- 
menge aber tibersteigt mit 0,54—0,60 g bei gemischter Diiit 
die mittlere von 0,35 g bedeutend. Dabei fielen die Indoxyl- 
reaktionen zum Teil sehr schwach, zum Teil negativ aus. Man 
wird also, wenn man nur die Atherschwefelsiuren beriicksichtigen 
wollte, geneigt sein, eine nur geringe Darmfiulnis anzunehmen, 
wihrend in Wirklichkeit wohl eine bedeutende vorhanden ist. 
Nur sind nicht Indoxyl und indoxylbildende Substanzen die 
Hauptfaulnisprodukte, sondern Phenole, die sich in erster Linie 
an die Glukuronsiiure legen, so ihre Mehrausscheidung be- 
wirkend. Eine zweite Deutung ist in diesem Falle allerdings 
auch noch méglich mit beriicksichtigung des Umstandes, daf 
trotz der faulniswidrigen Milchdiiit der Glukuronsiiurewert immer 
relativ hoch bleibt. Man kann daran denken, dai die Glukuron- 
siiure in diesem Falle zum Teil an andere Substanzen gebunden 
ist, die mit der Darmfaulnis nichts zu tun haben und sonst irgend- 
wo im Stoffwechsel entstehen, vielleicht auch, dafi eine unvoll- 
kommene Zuckerverbrennung im Sinne P. Mayers') vorliegt. 
Alimentére Glukosurie lief sich bei dem Manne nicht erzeugen. 

Das starke Uberwiegen der Glukuronsiiure wird hier auch 
beibehalten, wenn unter Milch-Brotdiat die gewohnte leichte Ver- 
minderung der Glukuronsiure und die auch hier noch etwas 
unbedeutendere Herabsetzung der Atherschwefelsiuren eintritt. 
DaB die Milchdiit die Verminderung verursacht, geht wohl 
sicher aus dem Wiederanstieg von Atherschwefelsiure und 
Glukuronsiiure am 9. und 10. Tage hervor, wo gemischte, 
fleisch- und fetthaltige Nahrung gereicht wurde. Auch hier 
stellte sich tibrigens als Folge der Milch-Brotdiaét eine duferst 
unangenehme, stirende Verstopfung ein. 

Ich lasse nun noch einen zweiten, ganz analogen Fall 
folgen, der als Erweiterung des Versuches, so wie Fall 3, 
Indol und Phenol per os bekam. Auferdem ist er der einzige, 
bei dem es gelang, durch Milchdiaét ein ausgesprochenes Ab- 
sinken der Glukuronsiiure, dagegen nicht der Atherschwefel- 
sduren zu erzielen. 





') P. Maver, Deutsch. med. Wissensch., 1901, Nr. 16 u. 17. 
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Tabelle V. K. (Knieverletzung). 


Indol- und Phenolversuch. 








Glu- Ather- | Ober-! Ver- | 


| Durchschnitt 
mayer- | 


Tag kuron- schwefel-, sche halt-| Diiit Glu- | Ather- | Ver- 
Re- | kuron- schwefel-. hilt- 


siure sduren aktion, MS | ties | anaes | wie 





0.6720 0178 | — (|38: 1 Gemischt ace . | _ 
y 00,7404 0,159 |4,7:1 
20,8082 0140 — 58:1f > | | 
30,4200 0,166  — 26:1)11siifhe,11saure] | | 
; 0.3402, 0,166 2,1:1 
4 02604 0,165 — 16:1 Milch | | 


do.-+0,25Indol [0,3600 0,331 12:1 


i —_ 
~ 


5 |0.3600 0,331 i+ +412: 
6 0.6516 0,204 + 3,2: 1{do.-+-0,25Phenol]0,6516 0,204 3,2:1 











Auch bei diesem Falle mufi der Indoxylgehalt des Harns 
nach dem negativen Ausfall der Obermayerschen Reaktion 
sehr gering sein. Dabei erreicht die Tagesmenge der Glukuron- 
siiure auSerordentlich hohe Werte, die mit 0,7 und 0,8 g bei 
gemischter Diiit das Doppelte des Normalen erreichen, wahrend 
die Atherschwefelsiiuremenge knapp eine mittlere ist. 

Besonders bemerkenswert ist nun hier, wie schon erwahnt, 
daB der Milchgenuf ein betriichtliches Absinken der Glukuron- 
siiure von 0,8 auf 0,26 g nach sich zog. Dagegen sanken die 
Atherschwefelsiiuren nicht ab, ein Verhalten, das eigentiimlich 
erscheint. Wahrscheinlich war hier der Paarling der Ather- 
schwefelsiiure, nach dem negativen Ausfall der Obermayerschen 
Reaktion, nur zum kleinsten Teile Indoxy]. 

Ganz wie in den vorherigen Fallen war hier die Indol- 
verabreichung von einer betriichtlichen Steigerung der Ather- 
schwefelsiiuren, die Phenolverabreichung von einer betricht- 
lichen Steigerung der Glukuronsiure gefolgt. Die entsprechende 
Steigerung der Atherschwefelsiuren auf Phenol ist verhiltnis- 
miibig gering, die der Glukuronsaduren auf Indol ebenfalls und 
liegt sogar vielleicht noch im Rahmen des Zufilligen, also vom 
Indol unabhiingigen. 

An diese Neigung des Indols, sich vorzugsweise mit der 
Schwefelsiure zu verbinden und nicht mit der Glukuronsiure, 
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lieS sich von vornherein aus folgender Uberlegung heraus denken: 
Ich bestimme die mit Bleiessig und einigen Tropfen Ammoniak 
ausgefallte Glukuronsiure. Es enthalten aber anscheinend im 
allgemeinen die Bleisalzfallungen aus menschlichen Urinen sehr 
wenig oder kein Indoxyl. Jedenfalls gilt dies fiir die mit Blei- 
acetat aus saurem Urin gewonnenen Niederschiiige. Denn bei 
verschiedenen quantitativen Bestimmungsmethoden — der von 
Wang,?) Obermayer,?) Ellinger*) — wird der Urin zuerst 
mit Bleiacetat geklirt, der Niederschlag aber nicht weiter be- 
riicksichtigt, da er praktisch frei von Indoxyl ist. Dagegen 
lassen sich die Verbindungen der Glukuronsiure im Harne mit 
bleisalzen ausfallen. Porcher und Hervieux*) behaupten auch, 
da sich im Harne von Pflanzenfressern (z. B. beim Pferd) 
Indol nicht mit Glukuronsiure verbinde, da man kein Indol 
finde in der Bleisalzfaillung — P. u. H. verwandten Bleisub- 
acetat! —, die alle Glukuronsaure und jene Substanzen ent- 
halten muf, die sich mit ihr gepaart haben. 

Demgegeniiber fand Austin5) im Bleiniederschlage aus 


menschlichem Urine — mit Bleisubacetat +- einigen Tropfen 
Ammoniak — etwas Indoxyl, das hier nur mit Glukuronsaure 


verbunden sein konnte. Austin kommt sogar zu der Ansicht, 
dafi die aromatischen Produkte der Darmfiulnis eine grofere 
Verwandtschaft zur Glukuronsidure haben, als zur Schwefelsaure, 
und dafi sie durch Glukuronsdure eher gesiittigt werden als 
durch Schwefelsiure. 


Mit dieser kiinstlichen Beeinflussung der Ausscheidung 
von Glukuronsaure und Atherschwefelséure wire nun die Aus- 
scheidung beider Substanzen in pathologischen menschlichen 


Urinen zu vergleichen. 





1) Wang, Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 406 (1898); Bd. XXVII, 
S. 135 (1899). 
2) Obermayer, Wien. kl. Rundschau, 1898, Nr. 54. 
Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 427 (1899). 
‘) Ellinger, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S. 178 (1903). 
4) Porcheru. Hervieux, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 147 (1904). 
5) Salkowski-Festschrift, Berlin 1904, S. 53. 











150 (. Tollens, 


Man findet fast regelmibig eine sehr starke Indoxylreaktion 
in Fallen von Enteritis und Peritonitis tuberculosa. Nach dem 
vorhergehenden wird man sicher eine entsprechende Vermeh- 
rung der Atherschwefelsiiuren zu erwarten haben. Ob eine 
Vermehrung der Glukuronsiiure vorhanden ist, wiirde weniger 
vom Indoxy] als von anderen aromatischen Darmfiulnisprodukten, 
Phenolen in erster Linie, abhéngen. Ich untersuchte daraufhin 
den Harn eines solchen Kranken, der an sehr fortgeschrittenen 
tuberkulésen Verinderungen litt. Der Urin fiarbte sich beim 
Stehen an der Luft von selbst schwirzlich-griin und gab intensiv 
siimtliche Indoxylreaktionen. Die erhaltenen Werte sind folgende: 


Tag Atherschwefelsaure Glukuronsiure 
1 0,3055 g 04452 g 
2 0,3073 » 0,7722 » 


Leziiglich der Atherschwefelsiiuren entspricht die Fest- 
stellung ihrer Vermehrung der Voraussetzung. Diejenigen aro- 
matischen Stoffe der Darmfiiulnis dagegen, die die gr0fere 
Neigung zur Glukuronsiiturepaarung haben, scheinen hier in 
wechselnder Menge zu entstehen, weil die Glukuronsaéure am 
ersten Tage der normalen, am zweiten einen weit hdheren 
Wert hat. Ihr Verhalten hier kann, wenn man aus einem Falle 
etwas ersehen darf, insofern auffallend erscheinen, als wir bisher 
in allen unseren diesbeziiglichen Arbeiten beim gesunden Menschen 
eine groBere Gleichmibigkeit der fortlaufenden Tagesmengen 
der Glukuronsiiuren fanden (vgl. auch 5. 141). Im allgemeinen 
wird man ja eine gleichzeitige und gleichmiibige Vermehrung 
der Atherschwefelsiiuren und der Glukuronsiiure in Fillen patho- 
logischer Darmfiiulnis erwarten. 

Ferner gehdren hierher zwei Fille von Lysolvergiftung, 
deren einen ich selbst untersuchen konnte, wiihrend ich die 
Werte des zweiten Herrn Dr. Stern verdanke. Der Urin des 
ersten schweren Vergiftungsfalles konnte vom Augenblick der 
Vergiftung an aufgefangen werden. Der zweite Fall wurde 
erst 7 Stunden nach der Vergiftung eingeliefert; in der Blase 
befand sich bei der Aufnahme 11 Urin, es ist also die Wahr- 
scheinlichkeit vorhanden, daf nur wenig oder keiner verloren ging. 

Ich lasse die beiden Tabellen folgen: 
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I. Fall. 
Tabelle VI. K. (Vergiftung mit etwa 50 g Lysol, entsprechend 
25 g Kresol.) 











————————_—— — 

Tag | Glukuronsiiure | Ather- | ulfat 

| | schwefelséuren schwefelsiuren 
1 | 8.5410 | 1,0815 0,2877 

| | j 
2 | 0.3816 | 0.3069 | 3, 1017 
3 | 0,2970 | 0,1700 | 3.7020 
4 | 0.3648 | _— - 

I]. Fall. 


Tabelle VII. H. (Vergiftung mit etwa 10—12 ¢ Lysol, 
entsprechend 5—6 g Kresol.) 











| | Ather- | Sulfat- 








Tag ' Glukuronsiiure | ae | Ss 
| schwefelsiuren | schwefelsiiuren 
1 | 1.9500 | 0,6392 | — 
2 | 0.3549 | 0.4453 | -- 


Es handelt sich also um einen schweren und einen leichten 
Fall von Kresolvergiftung, die sich gegenseitig ergiinzen. 

Im schweren Falle (Tab. VI) ist fast die gesamte Schwefel- 
siure bis auf den geringen Rest von 0,2877 ¢ zur Paarung 
herangezogen; fast wie im Falle Wohlgemuths,') der im 
Urin nur Atherschwefelsiuren, aber keine Sulfatschwefelsiiure 
mehr fand. 

In viel ausgiebigerem Mabe noch hat die Glukuronsiiure 
ihre entgiftende Rolle spielen miissen, indem sie in den ersten 
24 Stunden nach der Vergiftung bis zu 8,5 g ansteigt. Um so 
wichtiger fiir den Korper ist diese ausgedehnte Moglichkeit der 
Heranziehung der Glukuronsiure, als in der Regel bei der 
schweren Kresolvergiftung die Gesamtmenge der ausgeschiedenen 
Schwefelsiiure, wie auch in meinem ersten Falle, gegeniiber 
der Norm stark vermindert ist. Blumenthal?) hat besonders 
auf die damit gegebene Beschriinkung der Entgiftung durch 





') Wohlgemuth, s. o. 
27) Blumenthal, Biochem. Ztschr., Bd. I, S. 135 (1906) 
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Schwefelséure und zugleich auf die auBerordentlich grobe Wichtig- 
keit der Glukuronsiure als entgiftenden Faktor hingewiesen. 

Im zweiten Falle stand am ersten Tage noch Sulfat- 
schwefelsiiure zur Entgiftung zur Verfiigung. Aber augenschein- 
lich ist die Bindung des Giftes durch Schwefelsaiure und Glu- 
kuronsiiure gemeinsam schon vollendet gewesen, ehe alle 
Schwefelsiiure verbraucht war. Auffallend erscheint in beiden 
Fallen der Umstand, daf am zweiten Tage die Glukuronsaure 
bereits wieder auf ihre normale Menge herabgesunken ist, 
wiihrend die Atherschwefelsauren noch relativ stark vermehrt sind. 

Ich méchte mich nun nach dem Untersuchungsergebnis 
dieser beiden Fiille der Ansicht Blumenthals und Salkowskis 
anschlieBen, daB bei einer Uberschwemmung des Korpers mit 
Kresol beide Substanzen, sowohl Schwefelsaéure als Glukuron- 
siiure, in ganz ausgedehntem Mabe zur entgiftenden Paarung 
herangezogen werden, und das gleichzeitig, und zwar zeigen 
die Kresole die gréfere Neigung, sich mit der Glukuronsiure 
zu paaren, von der dem Korper ein ungleich gréferer Vorrat 
zur Verfiigung steht als von Schwefelsiure. 

Im wesentlichen ist die Entgiftung bereits nach 24 Stunden 
(wenn nicht schon viel eher) beendet. In leichten Fallen wird 
dabei nicht alle Schwefelsiiure, die dem Korper zur Verfiigung 
steht, herangezogen — so im Fall 2. In schweren Fiillen 
dagegen kann die Paarung mit Schwefelséure bis zum Ver- 
brauch der gesamten vorhandenen Schwefelséure gehen. Damit 
ist dann aber die weitere Moéglichkeit der Paarung beendet, 
weil eben keine Schwefelsiiure mehr da ist. Sehr hoch liegt 
diese Grenze beim Menschen nicht. Beim Kaninchen ist sie 
nach Bela v. Fenyvessy') bereits nach Eingabe von 0,3 g 
Phenol erreicht und dann durch héhere Phenoldosen — 0,5 g — 
nicht mehr nach oben zu schieben. Erst Zufuhr von Na,SQ,, also 
von schwefelsaiurebildender Substanz, vermag weitere Paarung 
und Ausscheidung von Schwefelsiiure zu bewirken. Beim Hunde 
erreichte Blumenthal die Grenze, von der ab die Atherschwefel- 
siiure im Urin nicht mehr stieg,?) mit 1 g Lysol = 0,5 g Kresol. 
1) B.y. Fenyvessy, Malys Jahresb., Bd. XXXV, S. 726 (1905). 

7) Blumenthal, s. o. 
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Folgende kurze Berechnung gibt Aufschluf dariiber, 
welchen Phenolmengen im Urin jedesmal die Summe der in 
meinen beiden Fiillen gefundenen Atherschwefelsiiuren und 
Glukuronsiiuren entspricht: 


Fall I. 
8,5 g Glukuronsiure entsprechen zirka 4,6 g Phenol 
1,08 » Atherschwefelsiiure > » 1,0 > > 


Die Summe beider entspricht 5,6 g Phenol. 


Da im allgemeinen von einer verschluckten Kresolmenge 
im Urin 20—25 °/o wiedererscheinen, und zwar fast alles schon 
in den ersten 24 Stunden, muB der Urin von Fall 1 etwa 
5—6 g Phenole enthalten haben, also eine der rechnerisch ge- 
fundenen entsprechende Menge. Nimmt man als Kresolmenge 
des Urins 5 g, so bleibt auch noch ftir sonstige Paarlinge ge- 
ntigend Glukuronséure und Schwefelsaure. 


Fall II. 
1,95 g Glukuronsdure entsprechen zirka 1,1 g Phenol, 
0,639 » Atherschwefelsiiure » > OBd> » 


Die Summe beider entspricht 1,45 g Phenol. 


Zur Resorption miissen in diesem Falle etwa 5—6 g 
Kresol gekommen sein, das wirde einer Ausscheidung von 
1,2—1,5 g von Phenolen im Urin entsprechen, eine Zahl, die 
der rechnerisch gefundenen wiederum gut entspricht. 

Blumenthal fand in seinen Fiillen allerdings Glukuron- 
siurewerte, welche viel héher waren, als es den Phenolmengen 
des Urines entsprach. Er nimmt deshalb eine Glukuronsiiure- 
bildung im Uberschu8 an, indem der Korper in seinen Heil- 
bestrebungen iiber das Ziel hinausschieft. Oder ist vielleicht 
diese grobe Anschwemmung von Glukuronsiéure als Ausdruck 
der durch das Kresol gest6rten Weiterverbrennung der Glukuron- 
siure im Sinne P. Mayers!) zu betrachten? Allerdings sind 
Blumenthals Werte polarimetrisch gewonnen, also mehr 
Schatzungswerte. 


1) P. Mayer, s. o. 
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Die im normalen Urin vorhandene Glukuronsiiuremenge 
von 0,4 g kénnte binden 0,21 g an Phenolen, also einer Menge, 
die weit hoher ist als die wirklich vorhandene. Denn diese 
wird nur auf 5—3s0O mg tiglich angegeben. Ein Teil des 
Uberschusses mag nun an Indol gebunden sein, den bei weitem 
grOBeren Rest aber missen andere Paarlinge mit Beschlag be- 
legt haben, die, wie oben angegeben, vielleicht nichts mit 
Eiweibfaulnis im Darm zu tun haben. 

Als Resultat meiner Arbeit ergibt sich folgendes: 

1. Der gesunde Mensch scheidet in der Regel mit 0,35 g 
tiglich doppelt soviel Glukuronsiure aus, als Atherschwefel- 
siiuren mit 0,18 g im Mittel. Es kann aber auch sehr viel 
mehr Glukuronsiiure tiglich ausgeschieden werden, ohne daj} 
dabei pathologische Verhaltnisse vorliegen mitiBten, wiahrend 
die gleichzeitige Atherschwefelsiuremenge gering ist. | 

2. Per os eingefiihrtes Indol paart sich vorzugsweise 
mit Schwefelsiiure, per os eingefiihrtes Phenol vorzugsweise 





mit Glukuronsaure. 

3. Atherschwefelsiuren und Glukuronsiiure sinken und 
steigen parallel mit dem durch Diat beeinflubten Sinken und 
Steigen der Eiweibfiiulnis im Darme meist einander propor- 
tional, aber nicht immer; vermutlich je nach dem Verhiiltnis, 
in dem bei der Darmfiiulnis Phenole und indoxylbildende Sub- 
stanzen gebildet werden. 

4. Pathologischen Steigerungen der Atherschwefelsiuren 
— bei Peritonitis und Enteritis tuberculosa — kann eine 
Steigerung der Glukuronsiiure parallel gehen. 

5. Bei Kresolvergiftungen werden Glukuronsiure und 
Schwefelsiiure in ausgedehntem Mabe zur Entgiftung beide 
gleichzeitig herangezogen. Vorziiglich aber die Glukuronsiure, 
zu der die Phenole die gréSere Verwandtschaft haben. Daher 
ist meist die Bindung der giftigen Substanzen schon erfolgt, 
ehe die gesamte Schwefelsdure verbraucht war. In sehr schweren 
Fallen kann neben grohen Glukuronsiiuremengen die gesamte 
Schwefelsiiure als Atherschwefelsiiure ausgeschieden werden 
bis zum Verschwinden der Sulfatschwefelsaure. 
































Der Abbau methylierter Xanthine. 
Von 


Julius Schmid. 


(Aus der medizinischen Poliklinik zu Breslau.) 
(Der Redaktion zugegangen am 2, Juni 1910.) 


Der Abbau der mehrfach methylierten Xanthine im Or- 
ganismus ist deshalb von Interesse, weil diese einen wesent- 
lichen Bestandteil bestimmter Genubmittel (Kaffee, Tee, Kakao) 
bilden und weil die Hauptmenge der im Harn unter gewohn- 
licher Erniihrung ausgeschiedenen Purinbasen Methylxanthine 
sind, welche diesen mehrfach methylierten Xanthinen der Nah- 
rung entstammen. 

Die Produkte des Abbaus dieser Korper (Coffein, Theo- 
bromin und Theophyllin) sind uns nur zum Teil bekannt. Stoff- 
wechselversuche von Bondzynski und Gottlieb,'!) Burian 
und Schur,?) Kriiger und seinen Schiilern*®) haben ergeben, 
daB ein Teil (20—50°/o) des verfiitterten Korpers als Mono- 
methylxanthin (bezw. nach Verfiitterung von Coffein teilweise 
noch als intermediires Dimethylxanthin) im Harn erscheint, 
ein weiterer Teil unter Aufspaltung des Purinrings zu noch 
nicht bekannten Endprodukten oxydiert wird; endlich verlabt 
noch eine Restmenge den Organismus unveriindert. 

Fiir die im Abbau resultierenden Di- und Monomethyl- 
xanthine haben sich beim Menschen und bei den einzelnen 
Tierarten bemerkenswerte Unterschiede ergeben, insofern die 
Widerstandsfiihigkeit der einzelnen Methylgruppen im Molekiil 
bei ihnen eine durchaus verschiedene, spezifische ist.4) Auf 


') Archiv f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XXXVI, 5. 45 (1899). 

2) Archiv f. Phys., Bd. LXXX, S. 241 (1900). 

3) Lit. s. bei B. Bloch, Biochem. Zentralbl., Bd. V, 5. 562 (1906). 
4) B. Bloch, |. c. 
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Einzelheiten dieser bedeutungsvollen Tatsachen kOnnen wir an 
dieser Stelle verzichten. Uns interessiert hier die Frage, in 
welchen Organen die Entmethylierung bezw. der vollstindige 
Abbau der mehrfach methylierten Xanthine erfolgt. 

Hieriiber liegen bereits Untersuchungen vor von Alba- 
nese,!) wonach der Sitz der Umwandlung des Coffeins in 
Monomethylxanthin in der Leber ist, und von Schittenhelm,?) 
welcher zeigen konnte, dai nach Digestion eines wisserigen 
Auszugs von Rindermilz mit Coffein mit Kupfersulfat-Bisulfit 
ausfiillbare Kérper auftreten. Kotake*) fand bei Digestions- 
versuchen von Coffein mit Rinderleber dasselbe. Fiir die von 
ihm dabei gefundenen Monomethylxanthine fehlt jegliche Beweis- 
fiihrung. — Eine systematische Durchfiihrung dieser Unter- 
suchungen schien noch witinschenswert. 

Auf zweierlei Wegen kann man dabei vorgehen. Ent- 
weder ist nach Digestion des Organbreis mit einem zuge- 
setzten Tri- oder Dimethylxanthin der Nachweis des bezw. 
der zu erwartenden Di- bezw. Monomethylxanthine zu erbringen 
oder es ist durch Restbestimmung die Menge des umgewan- 
delten Methylxanthins festzustellen. Der erste Weg fiihrte zu 
keinem Resultat: in einer gr6Beren Anzahl von Versuchen, die 
in der unten angegebenen Weise mit Hundeorganen unter Zu- 
satz von Theophyllin angestellt wurden, war nie 3-Methylxanthin, 
dessen Bildung nach dem Stoffwechselversuch anzunehmen war, 
aufzufinden. Mdédglicherweise liegt dies daran, dafi die Menge 
des entstehenden 3-Methylxanthin zu gering ist, und dadurch 
der Anlyse entgeht. Der zweite indirekte Weg fihrte zum Ziel. 

Nach dem Ergebnis des Theophyllinfitterungsversuchs am 
Hund (Kriiger und Schmid‘)), wobei 17,7°/o Theophyllin und 
17,9°/o 3-Methylxanthin aus dem Harn isoliert wurden, war in 
den Organbreiversuchen ein restloses Verschwinden des Theo- 
phyllins von vornherein nicht zu erwarten. Die Versuche haben 
ergeben, daf an der Entmethylierung bezw. dem totalen Abbau 


') Archivio di Farmacolog. e science affini, Bd. Il, S. 352 (1903). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 228 (1904). 
°) Diese Zeitschrift, Bd. LVII, S. 378 (1909). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 1 (1902). 
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des Theophyllins, damit also wohl auch der andern mehrfach 
methylierten Xanthine, alle daraufhin untersuchten Or- 
gane (Blut, Leber, Niere, Milz, Lunge, Muskel) ungefihr 
in gleichem Mal beteiligt sind. Besonders soll hervorgehoben 
werden, dal} die methylierten Purine auch im Blut angegriffen 
werden, wahrend dieses auf die Amino- und Oxypurine be- 
kanntlich nicht einwirkt. 


Versuche. 


Die Versuche wurden an Hundeorganen (vom kurz vorher 
getoteten Tier) angestellt. Die Organe wurden stark zerkleinert 
und mit Quarzsand zerrieben, mit der doppelten Gewichtsmenge 
physiologischer Kochsalzl6sung und der abgewogenen Menge 
Theophyllin, sowie mit einer Chloroform-Toluolmischung ver- 
setzt. In Versuch | blieben die Organbreiportionen 24 Stunden 
im Brutschrank (57°) unter hiiufigem Schiitteln, in Versuch I 
im Wasserbad bei 37 ° unter stiindiger Luftdurchleitung 36 Stunden 
lang stehen und wurden dann sofort verarbeitet. 

Von dem verwandten Theophyllinpriiparat ergaben 

0,230 g = 0,0647 g N = 28,13°/o N und 


0,215 j = 0,0606 » » = 28,18°%o0 > 
Verlangt 28,28°%o N. 

Das Theophyllin wurde auf folgende Weise aus dem Organ- 
brei isoliert: das Eiweifi des Organbreis wird in iiblicher Weise 
durch Essigsiiure heii ausgefillt, der Niederschlag noch dreimal 
alkalisch aufgekocht und wieder gefiillt. Aus den gesammelten 
Filtraten wurden die Basen durch die Kupfersulfatmethode ge- 
wonnen. Diese wurden dann in ungefahr 30 ccm Wasser gelost 
und mit soviel starker Natronlauge versetzt, dafi die Losung 
10°/> an Atznatron enthilt. Meist beginnt sofort Theophyllin- 
natrium auszufallen; nach 24stiindigem Stehen im Ejisschrank 
ist dieses jedenfalls, wie sich aus Kontrollen ergibt, total aus- 
gefallen. Der krystallinische Niederschlag wird tuber Asbest 
abgesaugt und mit 10°/oiger Natronlauge ausgewaschen und 
dann in heiBem Wasser gelést. In einem aliquoten Teil der 
Lésung wird durch die N-Bestimmung der Gehalt an Theo- 
phyllin festgestellt. Das freie Theophyllin krystallisiert aus 
der Theophyllinnatriumliésung nach Ubersiiuern mit Essigsiure 








a 
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beim Einengen in den charakteristischen langen, gliinzenden 
Nadelprismen aus. 


Versuch I. 


Kontrollversuche: 

1.70 g Leber-+0,4g Theophyllin sofort verarbeitet ergibt in 1/4 der 

Theophyllinnatriumlésung fiir N = 17,40 und 17,45 ccm '/10-N.-S. 
Gesamtmenge = 0,3439 g Theophyllin 
= 86,0°/0 Th. wiedergewonnen. 

2.80 ccm Blut in 0,15 g Natriumoxalat aufgefangen -++ 0,4 g Theo- 
phyllin, sofort verarbeitet, ergibt in ‘/¢ der Theophyllinnatriumlésung fiir 
N = 15,5 und 15,5 cem '/10-N.-S. 

Gesamtmenge = 0,3062 g Theophyllin 
= %76,5°/o Th. wiedergewonnen. 
Im Filtrat vom Theophyllinnatrium keine Kupferfallung. 


Versuche: 

1. 100 g Leber -+-0,4 g Theophyllin (24 Stunden Brutschrank) ergibt 

in ‘44 der Theophyllinnatriumlésung fiir N = 13,1 und 13,2 ccm. 
Gesamtmenge = 0,2598 g Theophyllin 
= 64,95°/0 Th. wiedergewonnen. 

Das Filtrat vom Theophyllinnatrium blieb noch weitere 24 Stunden 
im Eisschrank: kein weiteres Ausfallen von Th. Im Filtrat geringe 
Kupferfallung: fiir N = 2,4 ccm '/10-N.-S. = 3,4 mg Basen-N. 

2. 80 ccm Blut in 0,15 g Natriumoxalat aufgefangen +- 0,4 g Theo- 
phyllin (24 Stunden Brutschrank) ergibt in ‘'/s der Theophyllinnatrium- 
lésung fiir N = 6,6 und 6,6 ccm */10-N.-S. 

Gesamtmenge = 0,1364 g Theophyllin 
= $6,6° Th. wiedergewonnen. 

Bei weiterem 24stiindigem Stehen der Theophyllinnatriumlésung 
im Eisschrank kein weiteres Ausfallen von Theophyllinnatrium. Filtrat 
gibt schwache Kupferfallung: fir N = 3,0 ccm '/10-N.-S., auf Theophyllin 
berechnet = 0,014 g. 

3. 60 g Muskel + 0,4 g Theophyllin (24 Stunden Brutschrank) er- 


gibt in ‘'/4 der Theophyllinnatriumlésung fiir N = 14,05 und 14,20 ccm 
1/10-N.-S. 
Gesamtmenge = 0,2787 g Theophyllin 


= 69,7° Th. wiedergewonnen. 
4. 22g Nieren-+0,4g Theophyllin (24 Stunden Brutschrank) ergibt 
in */4 der Theophyllinnatriumlésung fiir N = 9,65 und 10,0 ccm '/10-N.-S. 
Gesamtmenge = 0,1846 g Theophyllin 
== 461° Th. wiedergewonnen. 
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5. 81g Lungen- 0,4 g Theophyllin (24 Stunden Brutschrank) er- 
gibt in */¢ der Theophyllinnatriumlésung fiir N = 9,70 ccm ‘/10-N.-S. 
Gesamtmenge = 0,1917 g Theophyllin 
= 47,9°/o Th. wiedergewonnen. 


Versuch II. 


Kontrollversuch. 

250 ccm Blut in 0,4 g Natriumoxalat aufgefangen -+- 0,5 g Theo- 
phyllin, sofort gefallt, ergibt in '/2 der Theophyllinnatriumlisung fir N 
= 40,50 cem 4/10-N.-S. 

Gesamtmenge = 0,3993 g Theophyllin 
= 80°/o Th. wiedergefunden. 
Versuche: 

1. a) 250 ccm Blut in 0,4 g Natriumoxalat aufgefangen + 0,5 g 
Theophyllin (86 Stunden Luftdurchleitung) ergibt in '/e der Theophyllin- 
natriumlésung fiir N = 33,85 ccm '1/10-N.-S. 

Gesamtmenge = 0,3346 g Theophyllin 
= 66,9°%/o Th. wiedererhalten. 

b) 2. Blutversuch, ebenso angestellt, ergibt 59,2°/o Theophyllin 
wiedererhalten. 

2.150 g Leber +-0,5 g Theophyllin (36 Stunden Luftdurchleitung) 
ergibt in '/: der Theophyllinnatriumlésung fiir N = 27,05 cem '/1o-N.-S. 

Gesamtmenge = 0,2677 g Theophyllin 
== 53,3°/0 Th. wiedererhalten. 

3. 140g Nieren + 0,5 g Theophyllin (86 Stunden Luftdurchleitung) 

ergibt in *'/: der Theophyllinnatriumlésung fiir N = 26,3 ccm ‘/10-N.-S. 
Gesamtmenge = 0,260 g Theophyllin 
= 52°/o Th. wiedererhalten. 

4.70 g Milz +- 0,5 g Theophyllin (36 Stunden Luftdurchleitung) er- 

gibt in ‘/e der Theophyllinnatriumlésung fiir N = 28,20 ccm '/10-N.-S. 
Gesamtmenge = 0,279 g Theophyllin 
= 55,8°/o Th. wiedererhalten. 

5. 130 g Lunge + 0,5 g Theophyllin (86 Stunden Luftdurchleitung) 

ergibt in '/e der Theophyllinnatriumlésung fiir N = 28,0 ccm ‘'/1o-N.-S. 
Gesamtmenge = 0,277 g Theophyllin 
= 55,4°/o Th. wiedererhalten. 

Die Frage, ob im Abbau der methylierten Xanthine (Xanthin 
und) Harnséure entstehen kann, galt bisher nach den Ergeb- 
nissen zahlreicher Untersucher (Minkowski,') Burian und 


Schur,?) Kriiger und Schmid,*) Schmid‘) u. a.) als end- 





‘) Archiv f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XLI, S. 375 (1898). 
Si. ¢ 

5) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII, S, 104 (1901). 

*) D. Arch. f. klin, Med., Bd. LXXVII, S. 505 (1903). 
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giiltig negativ entschieden. Wir haben jedoch neuerdings Ur- 
sache, diese Untersuchungen wieder aufzunehmen. Besser?) 
konnte néimlich am purinfrei ernahrten Menschen — die friiheren 
Untersuchungen wurden nicht unter dieser Kautele angestellt 
oder wurde die Purinfretheit der Nahrung nicht sorgfaltig genug 
behandelt — auf Coffein- und Theobromindarreichung eine 
zweifellose Steigerung der U-Ausscheidung konstatieren, und 
Schittenhelm?) hat am purinfrei gefiitterten Hund auf die- 
selben Zulagen eine zwar geringe, aber ausgesprochene Steige- 
rung der Allantoinmenge im Harn erzielt. 

Zur Priifung dieser Frage wurde im Anschluf an die 
erstangefiihrten Versuche eine weitere Versuchsreihe mit Organ- 
extrakten angeschlossen. Verwendet wurden dazu Rinder- 
organe (Leber, Darm, Lunge, Milz), da diesen eine ausge- 
sprochene U-bildende Féhigkeit zukommt und dazu wenigstens 
im Darm, Lunge und Milz das harnséurezerstérende Ferment 
fehlt (Schittenhelm®)). Eine geringe U-Bildung aus den organ- 
eigenen Purinkérpern finden wir daher bei diesen Organen 
schon bei der Autolyse regelmiébig. 

500 g des zerriebenen Organbreis wurden mit 1000 ccm 
Wasser 24 Stunden in der Kalte stehen gelassen, alsdann durch 
ein Koliertuch gepreBt. Jeder Extrakt wurde in 2 Teile geteilt 
und mit 0,5 g Theophyllin bezw. 0,5 g Theobromin und Toluol- 
chloroform versetzt, unter Luftdurchleitung 36 Stunden stehen 
gelassen. 

In keinem Falle konnten dann nach der iiblichen Ver- 
arbeitung mehr als héchstens Spuren von U (durch Murexid 
und Isolierung nach Horbaczewski) nachgewiesen werden. 
Dieses negative Resultat deckte sich mit den gemeinsam von 
Brugsch, Pineussohn und Schittenhelm‘) durch Digestion 
von Rindermilz und Pferdelunge unter Zusatz von Coffein ge- 
wonnenen Ergebnissen. 


') Ther, d. Gegenw., Bd. L, S. 321 (1909). 

*) Therap. Monatsh., Bd. XXIV, S. 113 (1910). 

5) Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 121 (1905). 

*) Zentralbl. f. d. ges. Phys. u. Path. d. Stoffw., Bd. III, Nr. 8 (1908). 





Uber das Verhalten der Nucleinsdure bei der Furchung 
des Seeigeleis. 
Von 


Ernst Masing. 


(Aus der Zoologischen Station Neapel, beendigt in der Medizinischen Klinik Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Juni 1910.) 


Das unbefruchtete reife Seeigelei ist eine Kugel von an- 
nihernd 0,1 mm Durchmesser; der Durchmesser des Kernes 
ist 8—10mal kleiner, also etwa !'/100 mm grof. Die Volumina 
von Kern und Protoplasma verhalten sich, wie Godlewski‘) 
fiirs Echinusei berechnet hat, wie 1: 550. Bei der Befruchtung 
vergrofert sich die vorhandene Kernmasse um den Betrag des 
Spermatozoenkopfes, die Chromatinmenge verdoppelt sich. 

Aus Boveris bekannten Arbeiten?) geht hervor, daf die 
Grofe der Kerne und der Chromosomen wiihrend der Furchungs- 
periode sich nicht wesentlich andert, dafi also die sichtbare 
Kernmasse sich etwa proportional der zunehmenden Kernzahl 
vermehren muf. Spiitere Beobachtungen zeigen allerdings, dab 
die Kerngr6Bbe,*) vielleicht auch die Chromosomengrofe*) mit 
fortschreitender Furchung abnimmt (Godlewski, Rh. Erd- 
mann) und von der Temperatur,®) der Alkalinitét und dem 


1) «Plasma und Kernsubstanz in der normalen und der durch 
diufere Faktoren verinderten Entwicklung der Echiniden», Archiv f. Ent- 
wickelungsmechanik, Bd. XXVI, S. 284. 

2) «Zellenstudien», Heft 5, Jena 1905. 

3) Godlewski, Il. c., S. 289. 

4) Rh. Erdmann, «Exp. Untersuchung der Massenverhialtnisse von 
Plasma, Kern und Chromosomen in dem sich entwickelnden Seeigelet>, 
Archiv f. Zellforschung, Bd. II, S. 89. 

’) Marcus, «Uber die Wirkung der Temperatur auf die Furchung 
bei Seeigeleiern», Archiv f. Entw.-Mechanik, Bd. XXII, 5. 445; siehe 
ferner Godlewski und Rh. Erdmann. 
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osmotischen Druck des umgebenden Mediums, d. i. des See- 
wassers, abhingig ist. 

Sicher ist jedenfalls eins, daf auch trotz aller Einschriin- 
kungen, die das Boverische Gesetz vielleicht erfahren muB, 
wihrend der Furchung das Gesamtvolumen der Kerne und die 
Chromatinmenge sehr erheblich wachsen muf. Im Blastula- 
stadium macht die Kernmasse etwa '/6 der des Keimes aus 
(Godlewski), die «Kernplasmarelation» (R. Hertwig) ist 1:6, 
hat sich also gegen das Ruhestadium des Eis fast verhundert- 
facht. Es liegt natiirlich nahe, zu fragen, woraus sich diese 
Kernmassen bilden. 

Wenn auch meines Wissens keine direkten Untersuchungen 
iiber die chemische Zusammensetzung des Eikernes bekannt 
geworden sind, so ist doch immer mit gutem Grunde ange- 
nommen worden, da sie der des Spermakerns mindestens 
iihnlich ist. Nach den Miescher-Schmiedebergschen!) Ana- 
lysen bestehen die Spermatozoenképfe des Lachses nach Abzug 
des etwa 1°/o betragenden Alkohol-Atherextraktes zu 96 °/o 
aus Nucleinsiure (60,5 °/o) und Protamin (35,5 °/o). 

Es darf somit mit groBer Wahrscheinlichkeit angenommen 
werden, dafi das abgefurchte Ei nucleinsaures Protamin oder 
ihnliche Verbindungen der Nucleinsaure gebildet hat. 

Anderseits scheinen alle bisherigen Untersuchungen darauf 
hinauszulaufen, daf das reife, ungefurchte Ei nur 4uBerst wenig 
Nucleinséure enthalten kénne, schaétzungsweise entsprechend 
der Gréfe des relativ so kleinen Eikerns. 


Miescher?®) glaubte seinerzeit freilich im Dotter des unbebriiteten 
Hiihnereis Nucleinverbindungen in gréferer Menge gefunden zu haben; 
doch hat er selbst diese Ansicht aufgegeben,’) als Kossel*) zeigte, dah 
die <Albuminphosphorsdure» des Dotters von den <echten Kernnucleinen> 
scharf zu trennen sei. Am befruchteten und gefurchten Insektenei (Seiden- 





') Die histochemischen und physiol. Arbeiten von F. Miescher, 
Leipzig 1897, Bd. II, S. 407. | 

) L. c. S. 2. 

3) 1c. S. 809. 

*) «Weitere Beitrige zur Chemie des Zellkerns», Diese Zeitschrift, 


Bd. X, S. 246 ff. 
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spinner) konnte Tichomirow') nur Spuren von Nucleinbasen nach- 
weisen. Vermift wurden sie in Fischeiern von Walter,*?) Hugounengq) 
sowie neuerdings von Linnert.‘) 

Aus neuerer Zeit liegen ferner Untersuchungen von Plimmer und 
Scott) vor, die die einzelnen Phosphorverbindungen von Fischrogen 
und Hiihnereiern bestimmten. Im Caviar gelang es nicht, Nucleoproteide 
nachzuweisen, wenn auch die Autoren ihr Vorhandensein fiir sehr wahr- 
scheinlich halten.®) Im Hiihnerei fand sich nach Entfernung des Vitellin- 
phosphors noch ein geringer P-Rest, der als Nuclein-P angesehen werden 


mufste. 
In einer weiteren Arbeit von Plimmer und Scott’) wird der 


Nuclein-P des unbebriiteten Hiihnereis mit 1,9°/e des Gesamt-P berechnet. 
Etwas Adenin und Guanin in Fischeiern wiesen Levene und Mande]*)nach. 

Die bisherigen Untersuchungen legen also den Schluf 
nahe, daB das ungefurchte Ei Nucleinsaéure in irgendwie be- 
trichtlicher Menge nicht enthalten kann; die positiven Befunde 
am Hiihnerei (Plimmer und Scott) sprechen deswegen nicht 
dagegen, weil das unbebriitete Hiihnerei bekanntlich schon be- 
fruchtet und gefurcht ist. 

Wenn wir diesen Ergebnissen die Tatsache gegeniiber- 
stellen, dafi die sichtbare Kernmasse des Seeigeleis im Laufe 
von 16—24 Stunden ums hundertfache wichst, so wird uns 
die Sicherheit verstdndlich, mit der Jacques Loeb®) als 





') «Chem. Studien itiber die Entwickelung der Insekteneier», Diese 
Zeitschrift, Bd. IX, S. 518. 

*) «Zur Kenntnis des Ichtulins und seiner Spaltungsprodukte», Diese 
Zeitschrift, Bd. XV, S. 477. 

’) Comptes rendus, Bd. CXXXVIII, S. 1062, zitiert nach Linnert. 

4) «Enthalt der Caviar Purinbasen ?» Biochem. Zeitschrift, Bd. XVIII, 
S. 209. 

5) «A Reaction distinguishing Phosphoprotein from Nucleoprotein 
and the Distribution of Phosphoprotein in Tissues.» Transactions of the 
Chemic. Society, 1908, Vol. XCIII, II, S. 1699. 

6) Die Angabe, daf} im Wasserextrakt nach Abzug des anorg. P 
sich Nucleinsiure-(«Nucleic Acid>)Phosphor vorfand, bezieht sich wohl 
auf Inosinséure, Glycerinphesphorsdéure und dhnliche wasserlésliche or- 
ganische P-Verbindungen. 

7) «The Transformations in the Phosphorus compounds in the 
Hen’s egg during Development.» Journ. of physiology, Bd. XX XVIII, S. 247. 

8) «Darstellung und Analyse einiger Nucleinséuren.»> Diese Zeit- 
schrift, Bd. XLIX, S. 262. 

*) «<Dynamik der Lebenserscheinungen», Leipzig 1906, S. 100. — 
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chemisches Korrelat fiir die morphologischen Veranderungen 
eine Nucleinsynthese bei der Furchung des Eis postuliert, und 
zwar stellt sich Loeb weiter vor, daB das Lecithin des Cyto- 
plasmas einen Teil der Bausteine fiir diese Synthese liefert. 

Abgesehen von den Sauerstoffmessungen O. Warburgs!) 
wissen wir aber nichts Tatsachliches tiber die chemischen Um- 


setzungen bei der Furchung. 

Angaben tiber Verschiebungen der chemischen Zusammensetzung 
bei der Entwickelung von Hiihner- und Insektenembryonen machen 
Tichomiroff,?) Kossel,*) Plimmer und Scott.*) Wahrend das un- 
bebriitete Hiihnerei nach Kossel keine Nucleinbasen, nach Plimmer 
und Scott etwa 1,9° des Gesamt-P als Nuclein-P enthalt, waren im 
30 g schweren Embryo schon Basen sicher nachweisbar und das aus- 
gekrochene Hiihnchen enthielt 12°/o als Nuclein-P. Analoge Zahlen fand 
Tichomiroff?) fiir die Entwickelung des Seidenspinners. Diese Resul- 
tate erstrecken sich allerdings nicht auf die Periode der Furchung, da 
die Autoren es schon mit gefurchten Eiern zu tun hatten, sind aber 
doch geeignet, Loebs Ansicht von der Nucleinsynthese zu stiitzen. 

Ich hatte mir die Aufgabe gestellt, nachzuweisen, aus 
welchen Substanzen des sich furchenden Eis sich die Kerne 
bilden. Da nun der chemisch am besten charakterisierte Kern- 
bestandteil die Nucleinséure ist, so mufte die Frage zunichst 
lauten: woher kommt die Nucleinsiiure der neugebildeten Kerne ? 

Gab es dabei eine Nucleinsynthese, so muBte das ab- 
gefurchte Ei mehr Nucleinsiiure enthalten als das ungefurchte. 
Aus der dann zu erwartenden Abnahme anderer Substanzen 
— es kamen in erster Linie phosphorhaltige in Betracht — 
miiBten sich auch Hinweise auf die Herkunft der Nucleinsaure 
ergeben. 

Ich habe grifere Mengen von Seeigeleiern (Arbacia 
pustulosa) befruchtet und einen Teil unmittelbar nach der 





«Uber den chem. Charakter des Befruchtungsvorgangs und seine Be- 
deutung fiir die Theorie der Lebenserscheinungen.» Vortrage tber Entw.- 
Mechanik, Heft 2, Leipzig 1908. — «Die chem. Entwicklungserregung des 
tierischen Eis.» Berlin 1909, S. 13 ff. 

') «Beobachtungen tiber die Oxydationen im Seeigelei.» Diese 
Zeitschrift, Bd. LVII, S. 1. 

) hc: 

ht, 

*) <The Transformations usw.», 1. ¢. 
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Membranbildung in Alkohol konserviert; der Rest entwickelte 
sich bis zum Morulastadium (annéhernd 500— 1000 Zellen) und 
kam dann ebenfalls in Alkohol. Beide Portionen wurden in 
unten angegebener Weise weiter verarbeitet. Es stellte sich 
bald heraus, dai ich mich auf die Bestimmung des Nuclein- 
phosphors und der Purinbasen beschriinken konnte. 


Methodik. 


Es braucht nicht lange erdrtert zu werden, dafi Echinodermeneier 
das giinstigste Objekt zur Entscheidung solcher Fragen sind, denn erstens 
lassen sie sich in grofer Menge beschaffen, zweitens ist der Grad der 
Entwicklung jederzeit einfach zu kontrollieren, endlich ist die Dotter- 
masse gering, so dafs quantitative Verschiebungen der einzelnen Kompo- 
nenten gegeneinander verhiltnismafig leicht nachzuweisen sind. Die relativ 
so grofhe Menge Nahrungsdotter des Fisch- oder Amphibieneis, die wihrend 
der ersten Entwicklungsstadien wahrscheinlich nahezu unveriindert bleibt, 
wird natiirlich die Verfolgung von Veriinderungen des «Bildungsdotters» 
sehr erschweren. 

1. Behandlung der Eier. 


Sie wurden nach der Vorschrift von Lyon') gewonnen und in 
Schalen aufgefangen; die Ovarien auferdem herausgenommen und mit 
Seewasser geschiittelt, dann alles durch Gaze geseit und die Eier durch 
Absitzenlassen und mehrfaches Wechseln des Wassers griindlich gewaschen., 

Befruchtet wurde in gréferen Gefafen und zwar durch reichlichen 
Spermazusatz, so dafi jedes Ei immer von zahlreichen Spermatozoen um- 
schwirmt war. Sobald die Membranbildung deutlich war, wurde der 
Gesamtvorrat in 2 Teile geteilt, der eine sofort absitzen lassen, zentri- 
fugiert und mit heifem Alkohol behandelt, wihrend der zweite sich noch 
%9—12 Stunden lang entwickeln mufte, bis er ebenfalls in Alkohol kam. 
[ch will hierbei bemerken, dafi es wichtig zu sein scheint, bei grofven 
Materialmengen in sehr grofien Gefiaiffen und in mdglichst vie! Seewasser 
zu befruchten; die Furchung gelang am besten, wenn die Eier in ein- 
facher Schicht in weiten Schalen sich entwickeln konnten. In dickerer 
Schicht und mit Apparaten, die das Sedimentieren verhindern sollten, 
habe ich eine gleichmafige Entwicklung nicht erzielt. 

2. Bestimmung des Nucleinphosphors. 

Die sedimentierten Eier wurden mit einem etwa 6fachen Volumen 
heiKen 96°%oigen Alkohols iibergossen, nach 12 Stunden der Alkohol ab- 
gesaugt, 3mal mit heifem Alkohol und 3mal mit kochendem Ather (a) 





1) American. Journ. of Physiol., Bd. IX, S. 308. 
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gewaschen; ich habe mich mehrfach davon tberzeugt, daf® sich nach 
dieser Vorbehandlung oft noch Spuren des roten Farbstoffes, aber kein P 
mehr extrahieren lief}. Wenn die Phosphatide mitbestimmt werden sollten, 
wurde der Alkohol des Extrakts im Vakuum abdestilliert, der Riickstand 
mit Ather erschépft und dieser Atherextrakt mit dem obigen (a) vereinigt. 
Der Rest des Riickstandes war immer fast vollstindig in 1°/oiger HC] 
loslich und enthielt P. 

Durch die Alkohol-Atherbehandlung werden die Eier in ein feines 
rotes Pulver verwandelt. Zur Entfernung des wasserléslichen P wurde 
das Pulver mit der etwa 25 fachen Menge 1 °/oiger HCl verrieben, 1 Stunde 
lang in verschlossenem Glasgefaf§ auf einer Drehscheibe gedreht, um das 
Absetzen zu verhindern. 

Dann wurde das nur wenig gequollene Pulver durch Zusatz von 
20—25°/o Magnesiumsulfat ausgesalzen, die Fliissigkeit abgesaugt und der 
Riickstand mehrfach mit saurer Magnesiumsulfatlésung, Alkohol und Ather 
gewaschen; hierbei gibt es noch reichlich Farbstoff, zum Schlufs aber 
keinen P mehr ab und verwandelt sich in ein ganz schwach rotes feines 
Pulver, das nur noch Phosphoprotein- (Vitellin-, Nucleoalbumin-) P und 
Nuclein-P enthalten konnte. 

Die Weiterbehandlung geschah nach den Vorschriften von Plimmer 
und Scott,') nach deren Untersuchungen 1 °/o NaOH bei 37° in 24 Stunden 
allen Protein-P in anorganischen verwandelt, den Nuclein-P aber nicht 
abspaltet. 

Es wurde also je 1 g der gepulverten Eiersubstanz in 100 ccm 
1°oiger NaOH im Warmeschrank bei 37° elwa 24 Stunden gespalten, 
wobei die Hauptmenge des Pulvers sich list, dann 10 ccm zur N-Bestim- 
mung (Kjeldahl) entnommen, der Rest von 90 ccm mit Essigséure stark 
angesiuert, der ausgefallene Niederschlag*) abzentrifugiert, die noch 
tribe Fliissigkeit mit starkem NH, vollstindig geklart, etwa '/s Volumen 
ammoniakalischer Magnesiamischung zugesetzt zur Ausfillung des eventuell 
nicht ganz entfernten und des abgespaltenen anorganischen P. Ich will 
hier gleich bemerken, dafs nach 24stiindigem Stehen zuweilen ein kleiner 
Niederschlag (*) ausfiel, der aber stets nur Spuren von P beim Veraschen 
gab. Ich habe mich ferner davon tiberzeugt, dafi zugesetzter anorganischer 
P hierbei quantitativ ausgefallt wurde.*) Hieraus geht also hervor, dal 
') «A Reaction etc.», 1. ¢. 

*) Er enthielt nie mehr als Spuren von P. 

®) Beleg: Es wurden 2 ccm einer annihernd ®/10o-KH,PO,-Lésung 
zu 100 ccm Lisung von Eiersubstanz zugesetzt und mit Magnesiamischung 
gefillt, der abfiltrierte und gewaschene Niederschlag zusammen mit dem 
Filter verascht. Die P-Bestimmung ergibt 11,7 ccm "/e-NaOH, wihrend 
2 ccm derselben P-Liésung direkt mit Ammonmolybdat gefallt 11,4 ccm 


— 


n/e-NaQH gaben. 
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die Entfernung des anorganischen P bei der HCI-Extraktion als gelungen 
zu betrachten ist und dafs das Arbaciaei keinen mit NaOH abspaltbaren 
P, also kein Phosphoprotein enthalt. 

Blieb die Fliissigkeit klar, so wurde sie direkt verascht und der 
darin enthaltene P als Nuclein-P angesehen; wenn der erwahnte Nieder- 
schlag (*) entstand, so wurde er abfiltriert und das Filtrat verascht. 

Alle Phosphorbestimmungen geschahen nach Veraschung mit dem 
Neumannschen Sé&uregemisch nach Neumanns') alkalimetrischer 
Methode, mit den Modifikationen von Plimmer und Bayliss.*) Titriert 
wurde mit ®/2-NaOH und ®/:-H,SO,, wobei 1 ccm 1,268 mg P,O, = 0,553 P 
entspricht; die Fehler betrugen héchstens + 0,5 ccm "/2-NaOH. 


3. Bestimmung der Purinbasen. 


Ich hielt mich genau an die Vorschriften von Burian und Hall”) 
und fallte nach geeigneter Vorbehandlung mit ammoniakalischer Silber- 
nitratlésung. Da die Basenbestimmung mehr den Zweck einer Kontrolle 
der Nuclein-P-Bestimmungen hatte, so glaubte ich mich mit der «Haupt- 
fillung» begniigen und auf die «Korrekturfaillung» verzichten zu kénnen. 
Die einmal ausgefiihrte <Korrekturfaillung» ergab iibrigens keine Spur 
von Niederschlag. Es waren also alle Purinbasen bei der <Hauptfallung» 


ausgefallen. 


Von den in der angegebenen Weise angestellten Versuchen 
moéchte ich folgende kurz wiedergeben. 

1. Unbefruchtete Eier. 

Nach Atherextraktion und Entfernung des salzsiiure-lés- 
lichen P enthalt etwa 0,9 g trockenes Pulver 3,3 mg Nuclein-P 
(abgelesen 6,0 ®/2-NaOH). 

2. Unbefruchtete Eler. 

1 g vorbehandelte Substanz enthalt 3,4 mg Nuclein-P (ab- 
gelesen 6,2 ®/2-NaOH) und 95 mg N (abgelesen 6,8 ccm ®/10-H), 
also auf 0,1 g N — 3,6 mg P. Die Magnesiafillung gab keine 
Triibung. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 129. 

*) «The Separation of Phosphorus from Caseinogen by the Action 
of Enzymes and Alkali.» Journ. of Physiology, Bd. XXXIILI, S. 439. 

3) «Die Bestimmung der Purinstoffe in tierischen Organen mittels 
der Methode des korrigierten Wertes.» Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIIL, S. 336. 








168 Ernst Masing, 


Aus diesen Versuchen geht zunichst hervor, daB unbe- 
fruchtete Arbaciaeier reichlich weder in Ather noch in HC] 
loslichen, noch mit 1°/oiger NaOH abspaltbaren P, also offen- 
bar Nuclein-P enthalten. Protein-P war nicht nachweisbar. 


3. Befruchtete Eier. Ein betréachtlicher Teil der Eier 
hatte keine Membranen gebildet, wohl weil die Suspension der 
Eier in Seewasser zu dick war. 

a) Ungefurchte Eier. 1g Substanz enthalt 4,1 mg Nuc- 
lein-P (abgelesen 6,9 ® 2-NaOH) und 99,4 mg N, also pro 0,1 g 
N — 4,1 mg Nuclein-P. Kein mit 1°/oiger NaOH abspalt- 
barer P. 

b) Gefurchte Eier. Expositionsdauer 9 Stunden, Zimmer- 
temperatur ; es entwickelte sich nur etwas tiber die Halfte der Eier 
bis zum Morulastadium, wiihrend der Rest ungefurcht blieb. 

| g Substanz enthilt 3,3 mg (abgelesen 5,6 ®/2-NaQOH), 
eine weitere Bestimmung ergab 3,1 mg (abgelesen 5,3 ®/2-NaQOH) 
Nuclein-P und 82,6 mg N, also auf 0,1 g N 3,9 resp. 3,7 mg 
Nuclein-P. 

Aus 3,5 g Substanz (Gemisch von unbefruchteten und 
ungefurchten Eiern) liéft sich ein betriichtlicher Purinbasen- 
silberniederschlag gewinnen. 

t. Eine gréfere Menge Eler wird in einem 4 1|-Gefaf befruchtet ; 
fast alle Eier (90—95°/o) bilden Membrane. Die griéfere Hilfte wird 
nach passendem Zusatz von NaCN zur Sistierung der Kernbildung sedi- 
mentiert, zentrifugiert und wie oben weiterbehandelt und ergibt schlief- 
lich etwa 3.5 ¢ Substanz. 

Die kleinere Hilfte wird z. T. in einem grofen Gefaf in Seewasser 
suspendiert; durch eine besondere auf der zoologischen Station gebrauchte 
Vorrichtung wird das Wasser zur Siittigung mit Sauerstoff immer in 
Bewegung gehalten; trotzdem setzten sich die Eier teilweise ab. Nach 
13 Stunden Zusatz von NaCN; die Weiterbehandlung in der gewohn- 
lichen Weise ergibt etwa 2 ¢ Substanz. Die Mehrzahl der Eijer hatte 
sich bis etwa zum 500-Zellenstadium entwickelt; doch fanden sich auch 
zahlreiche weniger entwickelte, einzelne waren sogar im 2- und 4-Zellen- 
stadium geblieben. Augenscheinlich hatte doch die spontane Sedimen- 
tierung durch Sauerstoffmangel eine gleichmifige Entwickelung verhindert. 

Der zweite Teil der zweiten Hilfte wird in diinner Schicht auf 
20 grofhe Schalen verteilt und entwickelt sich gleichmaéfig im Laufe von 
13 Stunden bis zu einem vorgeschrittenen Stadium, jedenfalls weiter als 
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die besten der vorigen Portion. Gleiche Weiterbehandlung, die etwa 
1 g Substanz ergibt. 

Die so gewonnenen Substanzen werden weiter bearbeitet. 

A. Bestimmung des Nuclein-P. 

a) Befruchtete ungefurchte Eier. 

1 g Substanz enthilt 3,8 mg Nuclein-P (abgelesen 6,2 
n/o-NaOH) und 92 mg N, also auf 0,1 g N 4,1 mg Nuclein-P. 

b) Ungleichmiabig gefurchte Elier. 

1 g Substanz enthilt 4,0 mg Nuclein-P (abgelesen 6,6 
n'e-NaOH) und 96 mg N, also auf 0,1 g N 4,1 mg Nuclein-P. 

c) Gleichméafig gefurchte Kier. 

0,95 g Substanz enthilt 4,6 mg (abgelesen 7,5 "/2-NaQH) 
Nuclein-P und 101 mg N, also auf 0,1 g N 4,5 mg Nuclein-P. 

B. Bestimmung der Purinbasen. 

a) 2,9566 g Substanz aus unbefruchteten und be- 
fruchteten ungefurchten Eiern (0,1 g = 9,24 mg N) werden 
nach Burian und Hall verarbeitet. Der Purinsilberniederschlag 
enthalt 12,6 mg N. Der Purin-N betragt 4,6 °/o des Gesamt-N 
(0.2731 g), auf 0,1 g N kommen also 4,6 mg Purin-N. 

b) 1,7214 g Substanz aus gefurchten Eiern (Gemenge 
von mehreren Versuchen, darunter auch die ungleichmibig ent- 
wickelten von Versuch Ab) werden ebenso verarbeitet (0,1 g 
= 9,66 mg N). Die Silberféillung enthalt 7,56 mg N, der Purin-N 
betriigt wieder 4,6°/o des Gesamt-N (0,1632 g), von O,1 g 
Gesamt-N sind also 4,6 mg Purin-N. 

Wenn ich die Resultate noch einmal kurz zusammenfasse, 
so enthalten also pro 0,1 g N die unbefruchteten Eier 3,6 mg 
Nuclein-P, befruchtete ungefurchte 4,1 und 4,1 mg, gefurchte 


(anniithernd 500—1000 Zellenstadium) 3,9, 3,7, 4,1 und 4,5 mg; 
ferner sowohl ungefurchte als gefurchte pro 0,1 g N 4,6 mg 


Purin-N. ') 
Die Werte des Nuclein-P schwanken um den Mittelwert 
von 4,0—4,1 mg herum und lassen erkennen, dai von einer 


1) Hierzu will ich bemerken, daf die entwickelten Eier nicht weniger 
mit Ather und mit HCl extrahierbaren P enthielten als die ungefurchten, 
und zwar ebensoviel «Lecithin>-P und etwa 1'/emal soviel saurelis- 
lichen P wie Nuclein-P. 

12 
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Zunahme mit der Kernbildung nicht die Rede sein kann, ob- 
gleich doch das Einzellen- und Vielhundertzellenstadium mit- 
einander verglichen werden. Der letzte Wert von 4,5 mg (Ver- 
such Ac) ist freilich recht hoch und kénnte als Beginn einer 
«Nucleinsynthese» angesehen werden, zumal es sich gerade 
um die am weitesten entwickelten Eier handelt. Doch méchte 
ich in Anbetracht der prozentisch nicht kleinen Versuchsfehler 


(etwa + 10°/o) eine solche Deutung als ganz unsicher bezeichnen. 

Ks kénnte vielleicht daran gedacht werden, daf durch den Zusatz 
des so nucleinsdéurereichen Sperma bei der Befruchtung eine wesentliche 
Anreicherung der Eiermasse mit Nucleinsiéure stattfinde. 

Dagegen spricht aber der Nuclein-P-Gehalt unbefruchteter Eier 
(Versuch 1 und 2) und der folgende Versuch. 

Eine Spermamenge, die gréfer ist als die beim Versuch 4 ver- 
brauchte, wird verascht und ergibt 1,7 mg Gesamt-P. Die befruchteten 
Eier des Versuchs 4 ergaben schlieflich insgesamt 6,5 g mit Ather und 
HCl extrahierte Substanz; also pro 1 g Eiersubstanz hatten wir héchstens 
0,26 mg P (== 0,4—0,5 cem ®/s-NaOH) Spermaphosphor, was schon bei- 
nahe in die Fehlergrenzen fallt. Aufferdem aber war im Versuch 4 
jedes befruchtete Ei noch von zahlreichen tiberschiissigen Spermatozoen 
umschwirmt, die beim Sedimentieren und Zentrifugieren der Eier doch 
z. T. weggewaschen werden, wodurch der wirklich mitbestimmte Sperma-P 
noch viel geringer wird. 

Das Seewasser enthalt nur Spuren von P,‘) zudem anorganischen, 
so dafs eine Bestimmung von Nuclein-P durch die Anwesenheit von See- 
wasser nicht gestért wird. 

Sollten die Versuche mit ungleichmafiger Entwickelung der Elier 
(3b und Ab) beanstandet werden, obgleich trotz der Ungleichmafigkeit 
sicher eine 50—100fache Vermehrung der morphologischen Kernmasse 
bestand, so verweise ich auf den letzten, reinen Versuch (Ac), der 
auch keine deutliche und jedenfalls keine der gebildeten Kernmasse 
proportionale Vermehrung des Nuclein-P zeigt. 

Bemerkenswert ist auch die Menge und das Verhalten der 


Purinbasen. Nach der Burianschen Formel?) der Sperma- 
nucleinsiiure kommen auf 2 Molekiile P,O,; je 1 Molekiil Adenin 
und Guanin, also auf 4 P — 10 Atome Purin-N oder auf 4,6 mg 
Purin-N — 4,0—4,1 mg P; genau so viel betragt auch der 

1) 150 ccm Seewasser mit dem Séuregemisch eingedampft geben mit 
Ammonmolybdat und NH,NO, nur einen minimalen gelben Niederschlag. 

?) Burian, «Chemie der Spermatozoen»>, Asher-Spiros Ergeb- 


nisse der Physiol., V. Jahrg. 1906, S. 802, 803. 
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Durchschnitt meiner Bestimmungen. Auch die Purinbasen 
haben sich bei der Entwicklung der Eier nicht vermehrt. 

Dafi der Nuclein-P und die Basen im vorliegenden Falle nicht 
vetrennt voneinander da sind, wird durch die Uberlegung wahrscheinlich 
cemacht, dafs freie oder locker gebundene Purinbasen wohl bei der HCI- 
Extraktion der Eier mit entfernt worden waren. Daf der P wirklich 
Nuclein-P ist, beruht auf der Voraussetzung, dafi keine andere P-Ver- 
bindung bekannt ist, die gleiches Verhalten zeigt, wird aber auch durch 
die quantitative Ubereinstimmung mit der Menge der Purinbasen nahegelegt. 


Es ergibt sich also erstens mit der grofiten Wahrschein- 
lichkeit, daB das ungefurchte Seeigelei eine relativ bedeutende 
Menge Nucleinséure enthalt, und zwar offenbar im Protoplasma- 
leibe, denn es ist wohl ausgeschlossen, dali der Eikern, der 
den Wert eines Spermatozoenkopfes hat, eine so betrichtliche 
Menge beherbergen kann. Zweitens ergibt sich, daB bei einer 
Vermehrung der Kernmasse annihernd ums 100fache der 
Nucleinséuregehalt des Eis nicht merklich zunimmt. In diesen 
Siitzen liegt auch die Antwort auf die am Eingang gestellte 
Frage, daB niimlich die Nucleinséure der Furchungskerne aus 
dem im Eiplasma praformierten Vorrat stammen mub. 

Es wird auf den ersten Blick tiberraschen, daB bei der 
Bildung von vielen hundert Kernen keine tiefer greifenden 
chemischen Umwandlungen an dem Hauptbestandteil der Kerne, 
der Nucleinsiiure, nachweisbar sind. Ich erinnere hierbei an 
Warburgs') Bestimmungen des Gaswechsels befruchteter Eier: 
der Sauerstoffverbrauch nahm im Verlauf der Furchung zu, 
aber keineswegs proportional der Zahl der Kerne, sondern in 
viel geringerem Mae. Wir miissen offenbar von der Vor- 
stellung abgehen, daf die pragnantesten sichtbaren Umwalzungen 
unbedingt auch von besonders eingreifenden chemischen Um- 
setzungen begleitet werden. 

Bei der Furchung wichst die Vermehrung der Kerne mit 
der Kernzahl. Dieser Vorgang erinnert an autokatalytische 
Prozesse, bei denen die Reaktionsgeschwindigkeit auch mit der 
Zunahme der Reaktionsprodukte wachst. Unter der Voraus- 
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setzung, daf} eine Nucleinsynthese stattfindet, ist nun der Versuch 
gemacht worden, die Vermehrung der Kerne als autokatalytische 
Reaktion zu deuten.'!) Diese Vorstellung wird aber revisions- 
bediirftig durch den Nachweis von praéformierter Nucleinsiure. 

Aus diesem Resultat geht ferner mit Evidenz hervor, daf 
Nucleinsiure und das Chromatin der Histologen verschiedene 
Dinge sein miissen. Wenn auch wirklich die Gréfe der Chromo- 
somen (Kh. Erdmann) abnehmen sollte, so bleibt die Gesamt- 
vermehrung des Chromatins bei der Furchung doch unbestreitbar. 

Weiter scheint mir, dafi der Nucleinsauregehalt des Cyto- 
plasmas eine Bedeutung gewinnen kénnte fiir einige Vererbungs- 
hypothesen. Godlewski?) ist es anscheinend gelungen, kern- 
lose Fragmente von Echinideneiern mit Crinoidensperma zu 
befruchten und zur Entwickelung zu bringen; die Larven hatten 
exquisit miitterliche Charaktere. Daraus folgert Godlewski, 
da’ bei der Ubertragung miitterlicher Eigenschaften Kern und 
Plasma eine Rolle spielen. Nun erdffnet sich aber die Még- 
lichkeit, dafs beim Godlewskischen Versuch die im Plasma 
enthaltenen Kernstoffe die Ubertragung vermittelten. 

Kin solcher Erklarungsversuch hitte freilich noch die 
Schwierigkeit zu tiberwinden, warum bei normaler Entwicke- 
lung trotz der so verschiedenen Nucleinsiuremengen der Samen- 
zelle und des Eis sich viiterliche und miitterliche Eigenschaften 
in anniihernd gleicher Weise vererben. 

Ks ist viel dartiber diskutiert worden, warum der Furchungs- 
prozef schlieBlich stille steht und nicht ins Ungemessene fort- 
schreitet. Die meisten Anhianger hat wohl die Ansicht ge- 
funden, dai die Furchung aufhért, wenn ein bestimmtes Grofen- 
verhiiltnis zwischen Kern bezw. Chromatinmenge und dem 
Protoplasma der einzelnen Zelle erreicht ist (Hertwig, Boveri, 


1) Cf. Besonders J. Loeb, «Uber den chem. Charakter usw.», 1. ¢., 
S. 24; «Die chem. Entwickelungserregung usw.>, |. c., 5. 219 ff; ferner 
auch Ostwald, Vortr. tiber Entwickelungsmechanik, H. 5, Leipzig 1908 
und Robertson, Arch. f. Entwickelungsmechanik, Bd. XXV, 8S. 581 und 
Bd. XXVI, 8. 108. 

*) «Untersuchungen tiber die Bastardierung der Echiniden- und 
Crinoidenfamilie», Archiv f. Entwickel.-Mechanik, Bd. XX, S. 628. 
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J. Loeb). Ich méchte hier auf die Méglichkeit hinweisen, daf 
vielleicht der Nucleinsiurevorrat des Eiplasmas hierbei in Be- 
tracht kommt; die Furchung wiirde danach solange dauern, 
als dieser Vorrat reicht. Godlewskis!) Messungen ergeben 
auch tatsiichlich, da8 das Gesamtvolumen der Kerne im Blastula- 
stadium von auberen Faktoren, die die Zellzahl und die Kern- 
groBe erheblich beeinflussen, anscheinend unabhiingig ist. Doch 
bedarf die geiiuferte Vermutung noch der experimentellen Be- 
stitigung. 


‘ch schulde den Herren O. Warburg, R. Burian und 
M. Henze vielen Dank fir die stets in freundlichster Weise 
gewahrte Unterstiitzung. 


Heidelberg, Juni 1910. 


1) «Plasma und Kernsubstanz usw.>, |. c. S. 294 ff. 








Uber den Gehalt normaler und atheromatéser Aorten 
an Cholesterin und Cholesterinestern. 
Von 
A. Windaus. 


(Aus der medizinischen Abteilung des chemischen Laboratoriums Freiburg i. B.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Juni 1910.) 


Vor kurzem') habe ich mittels einer neuen Methode die 
Bestimmung des Cholesterins und der Cholesterinester in nor- 
malen und pathologischen Nieren vorgenommen und festgestellt, 
daB die Menge der Cholesterinester in Amyloidnieren mit 
doppeltbrechender Substanz sehr viel gr6fer ist, als in normalen 
Nieren, wihrend der Gehalt an freiem Cholesterin fast derselbe 
bleibt. Die Cholesterinester bestehen aus einem Gemisch von 
Cholesterylpalmitat und Cholesteryloleat und stellen sehr wahr- 
scheinlich die doppeltbrechende Substanz der Amyloidnieren dar. 

Herr Professor Aschoff, auf dessen Wunsch ich die eben 
erwahnte Arbeit. ausgefiihrt hatte, forderte mich nun auf, zu 
priifen, ob auch andere Organe mit doppeltbrechender Substanz 
bei der chemischen Analyse dieselben Resultate liefern wirden. 
Besonders schien Herrn Professor Aschoff eine Untersuchung 
atheromatéser Aorten erwinscht, weil sich in der Literatur?) 
die Angabe findet, dai es nicht gelungen sei, aus diesem 
Material Cholesterinester zu isolieren. 

Ich habe darum in einer Anzahl normaler und athero- 
matéser Aorten (aus dem pathologischen Institut der Universitat 
Freiburg i. B.) eine quantitative Bestimmung des Cholesterins 
und der Cholesterinester vorgenommen. Die Untersuchung 


!) Diese Zeitschrift, Bd. LXV, S. 110 (1910). 
‘) Panzer, Diese Zeitschrift, Bd. LIV, S. 251 (1907/1908). 
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geschah genau nach der friher ausfiihrlich beschriebenen Me- 
thode.!) Zur Fiillung des Cholesterins diente eine Auflisung 


von 10g Digitonin in 1 Liter 95°/oigen Alkohols. 


Versuch I. 


Normale Aorta von 57 g. Wassergehalt 75,1 °/o. Der 
Atherextrakt wog nur 0,78 g. Die Bestimmung ergab 0,068 g 
freies und 0,027 g gebundenes Cholesterin. 

Die Aorta enthielt also 0,119°/o freies und 0,047°/o ge- 
bundenes Cholesterin. 

Versuch II. 


Normale Aorta von 31 g. Der Atherextrakt wog nur 
0,49 g. Die Bestimmung ergab 0,032 g freies und 0,010 g ge- 
bundenes Cholesterin. Die Aorta enthielt also 0,103 °/o freies 
und 0,032 °/o gebundenes Cholesterin. 

Wenn man bedenkt, daB der Wert fiir das gebundene 
Cholesterin nach der Digitoninmethode ein wenig zu hoch ge- 
funden wird,?) ergibt sich mit Sicherheit, dai die normalen 
Aorten héchstens sehr geringe Mengen Cholesterinester enthalten. 


Versuch III. 


Atheromatise Aorta von 78 g. Der Atherextrakt wog 
3,27 g. Die Bestimmung ergab 0,578 g freies und 0,821 g ge- 
bundenes Cholesterin. Dies entspricht 0,741 °/o freiem und 
1,053 °/o gebundenem Cholesterin. 

Der Gehalt an freiem Cholesterin ist also @mal, der 
Gehalt an gebundenem Cholesterin 26mal grober als in den 
normalen Aorten. Der Atherextrakt enthilt etwa 17,7 °/o freies 
Cholesterin und 42,3 °/o Cholesterinester (als Cholesteryloleat 
berechnet). Ubrigens gelang es ohne Schwierigkeit, aus dem 
Atherextrakt die Cholesterinester selbst zu isolieren.*) 


Versuch IV. 


Atheromatése Aorta von 64g. Der Atherextrakt wog 
2,52 g. Die Bestimmung ergab 0,431 g freies und 0,507 g ge- 


1) Diese Zeitschrift, Bd. LXV, S. 113 (1910). 
?) Diese Zeitschrift, Bd. LXV, S. 114 (1910). 
*) S. hierzu diese Zeitschrift, Bd. LXV, S. 116 (1910). 
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bundenes Cholesterin. Dies entspricht 0,673 °/o freiem und 
0,792 °jo gebundenem Cholesterin. 

Der Gehalt an freiem Cholesterin ist hier 6mal, der 
Gehalt an gebundenem Cholesterin 20mal gréBer als in den 
normalen Aorten. 

Die mitgeteilten Versuche beweisen also, daf in athero- 
matésen Aorten vor allem die Menge der Cholesterin- 
ester bedeutend gesteigert ist, daB aber auch das 
freie Cholesterin eine bemerkenswerte (wenn auch 
geringere) Zunahme erfihrt. In dieser Beziehung zeigt 
sich ein wesentlicher Unterschied gegeniiber den untersuchten 
Amyloidnieren, bei denen nur der Gehalt an Cholesterinestern, 
nicht aber der Gehalt an freiem Cholesterin vermehrt war. 
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Uber das Verhalten von Hamoglobin gegen Hydrazin und 
die Frage nach dem Gasbindungsvermégen des Blutfarbstoffs. 
Vorlaufige Mitteilung. 

Von 


E. Letsche. 





(Aus dem physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tiibingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8, Juni 1910.) 


Um Blut oder eine Blutfarbstoffldsung vollkommen sauer- 
stofffrei zu bekommen, sind im Laufe der Zeit eine ganze Reihe 
von Mitteln, die im einzelnen hier nicht aufgefiihrt zu werden 
brauchen, angewendet worden. Alle diese verschiedenen Mittel 
haben ihre Vorziige und ihre Nachteile, und man wird, je nach 
dem Zweck, fiir welchen man eine Lésung reduzierten Hiimo- 
globins herstellt, dieses oder jenes bevorzugen. 

Will man die Lésung beniitzen zur Feststellung der Gas- 
mengen, die eine Hamoglobinlésung von bestimmter Konzen- 
tration aufzunehmen imstande ist, so wird man es vermeiden, 
ein Reduktionsmittel anzuwenden, das den Absorptionskoeffi- 
zienten der Losung fiir das betreffende Gas beeinfluft. Aus- 
geschlossen ist weiter ein Mittel, das mit dem anzuwendenden 
Gase reagiert, und vollends gar ein solches, das das Himo- 
globinmolekiil tiefergehend veriindert. 

Ein Reduktionsmittel, das diesen Anforderungen ent- 
sprechen sollte, sah Hiifner') in dem von Curtius entdeckten 
Hydrazin. 

Der Entdecker Curtius gibt tiber die Wirkungsweise der 
Salze des Hydrazins, soweit sie uns hier interessiert, folgendes 
an:?) «Die Absorptionsstreifen, welche eine wiasserige Blut- 

1) Archiv f. Anat. u. Physiol. (Physiol. Abt.) 1894. S. 156. 

*) J. f. prakt. Chem. Bd. XXXIX, S. 27 ff. (43). 1889. 
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l6sung aufweist, verschwinden auf Zusatz einer Hydrazinsalz- 
losung fast momentan». An Stelle von Hydrazinsalzen ver- 
wendet Hiifner!) Hydrazinhydrat in 25°/oiger Liésung, denn 
«bei Anwendung eines Salzes wiirde gleichzeitig die zu fiirch- 
tende Siiure auftreten». 

Nach Hiifner!) bleibt bei Anwendung von annihernd 
1 Mol. Hydrazinhydrat auf 1 Mol. Oxyhamoglobin die Wirkung 
des Hydrazinhydrats bei der Bildung von reduziertem Hiimo- 
globin stehen. Bei Anwendung gréferer Mengen des Reduk- 
tionsmittels entsteht nach Hiifner?) Hamochromogen und nach 
v. Zeynek®*) ist damit die Kinwirkung des Hydrazins auf Ha- 
moglobin noch nicht zu Ende, vielmehr werden «diese beiden 
— Oxy- und Met-Haimoglobin — durch einen UberschuB des 
Reagens noch weiter zerstort». 

Diese Angaben miissen, meine ich, von vorneherein schon 
das Hydrazinhydrat als ein fiir den gedachten Zweck nicht 
besonders geeignetes Reagens erscheinen lassen. Beobachtungen 
bei Versuchen*) zur Feststellung des Gasbindungsvermégens 
des Blutfarbstoffs schienen diese Vermutung zu bestatigen und 
lieben es geraten erscheinen, das Hydrazin auf sein Verhalten 
gegen Hiimoglobin nochmals zu _ priifen. 

Uber die Zusammensetzung einer Haimoglobinlésung so- 
wohl nach der qualitativen wie nach der quantitativen Seite 
gibt bei einiger Ubung am raschesten und sichersten das Spek- 
trophotometer AufschluB und es sei darum, zum leichteren Ver- 
stiindnis der im folgenden aufgefiihrten Resultate, in aller Kiirze 
an einige Punkte aus der Spektrophotometrie erinnert.®) 

Die Menge des in einer bestimmten Gegend des Spek- 


') lc. S. 156. 

*) Arch. f. Anat. und Physiol. (Physiol. Abt.), 1899. S. 499. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 492. 

*) Diese Versuche wurden nach dem Erscheinen der Arbeit von 
Manchot: «Untersuchungen tiber die Sauerstoffbindung im Blute», An- 
nalen, Bd. CCCLXX, S. 240 ff., unternommen. 

5) Zur genaueren Orientierung iiber die hierbei in Betracht kom- 
menden Fragen sei auf die Arbeiten von Bunsen und Roscoe, Vier- 
ordt, Hiifner, Lambling, Cherbuliez, Saint-Martin a. a. hin- 


gewiesen. 
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trums von einer gefirbten Lésung absorbierten Lichts steht 
in einem konstanten Verhiltnis zu der Lichtmenge, die dieselbe 
Lésung in einer 2. Gegend des Spektrums absorbiert. Hiifner 
wihlte als fiir die Zwecke der Spektrophotometrie des Blut- 
farbstoffs am besten geeignet die Gegend zwischen den beiden 
Absorptionsstreifen des Oxyhiimoglobins und die Region des 
2. nach dem violetten Ende des Spektrums zu _ gelegenen 
Streifens oder in Wellenliingen ausgedriickt das Intervall von 
556,5—564,5 uu und dasjenige von 534—542 uu.!) Das Ver- 
hiiltnis der Extinktionskoeffizienten?) einer Oxyhiimoglobin- 
l6sung in den erwiihnten Spektralbezirken ist nach den Unter- 
suchungen Hiifners, die in seinem Institut vielfach bestiitigt 


worden sind — 1,58.%) Zuletzt hat E. E. Butterfield) an 


einer langeren Beobachtungsreihe die Richtigkeit dieser An- 
gabe erwiesen und auch ich habe als Mittel einer Reihe von 
gegen 100 Versuchen, die ich in den letzten Monaten anstellte, 
die Zahl 1,58 gefunden.®) 

Jede Veriinderung des Blutfarbstoffs ist von einer An- 
derung der Lichtabsorption seiner Lésung begleitet und diese 
findet ihren deutlichsten Ausdruck in der Anderung des Ver- 
hialtnisses der beiden Extinktionskoeffizienten oder kiirzer des 
Quotienten. 

Wird eine Blutfarbstofflésung reduziert, so fallt der Quo- 
tient von 1,58 auf 0,76; beim Methémoglobin (alkal.) ist das 
Verhaltnis 1,19, beim Himatin 1,09, beim Hiamochromogen 
0,50 °) usw. 

. 1) Hiifner hat die Wellenlingengebiete etwas breiter, ca. 11 uu, 
heniitzt; doch ist es zweckmafiger, die Spektralbezirke etwas enger zu 
nehmen. 

2) Definition siehe Bunsen und Roscoe, Photochem. Untersuch., 
Poggendorfs Annalen der Physik, Bd. CI, 5. 237. 

3) € bedeutet den Extinktionskoeffizienten in dem Intervall 534 
bis 542 uu, € den entsprechenden in der Region 556,5—564,5 uu. 

4) Diese Zeitschrift, Bd. LXII, S. 188. 

5) An dem Hiifnerschen Spektrophotometer, das mir zur Ver- 
fiigung steht, ist der Rauchglaskeil stets ganz ausgeschaltet. Die Breite 
des Eintrittsspaltes ist '/4o mm, die Okularspaltbreite entspricht 8.5 uu. 

6) In diesem Falle ist fiir die Bestimmung des einen Extinktions- 
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Ist also die Angabe von Hiifner, daB Hydrazin in 
etwa molekularer Menge einer Losung von Oxyhimo- 
globin zugesetzt, dieses nur reduziert, richtig, so 
muf der Quotient von 1,58 auf 0,76 fallen und nach 
dem Verbrauch des Hydrazins, beim Schiitteln der 
Losung mit Luft wieder auf 1,58 steigen. 

Damit ist der Weg, den die Untersuchung zu nehmen 
hatte, angedeutet. 

Zu meinen Versuchen dienten mir folgende Hydrazin- 
praparate: 

1. Hydrazinhydrat in 50°%/oiger wiasseriger Lésung von 
Kahlbaum-Berlin enthielt nach der Analyse in 1 ccm 0,42 g 
Hydrazinhydrat;!) nach langerem Stehen war der Gehalt schlief- 
lich auf 0,324 g pro Kubikzentimeter gesunken. 

2. Hydrazinhydrat von Raschig-Ludwigshafen. ?) 

3. Hydrazinsulfat, ein etwa 8 Jahre altes Priaparat von 
Kahlbaum-Berlin. 

4. Hydrazinsulfat von Raschig-Ludwigshafen. 

Diese 4 Priiparate verhielten sich Hamoglobinlésungen 
gegentiber vollkommen gleich, und ich beschriinke mich daher 
der Kiirze wegen darauf, im wesentlichen nur die bei Anwen- 
dung von Hydrazinhydrat-Kahlbaum erhaltenen Resultate an- 
zuftihren. 

Die beiden ersten Praparate kamen bald unverdiinnt, bald 
mehr oder weniger stark mit destilliertem Wasser verdiinnt 
zur Anwendung. Die Sulfatpraparate wurden erst wiederholt 
aus Wasser umkrystallisiert und dann in Wasser unter Zu- 
satz von etwas mehr Soda, als der vorhandenen H,SO, aqui- 


valent war, gelost. 
Das Blut stammte von geschiichteten Rindern; es kam 


koeffizienten (e) statt des Intervalls von 556,5—564,5 uu die Region von 
554—562 uu zu wihlen. Siehe auch Biirker, Bestimmung des Hamo- 
globins in Tigerstedts Handbuch der physiol. Methodik, 1910, S. 200. 
‘) Aufer Spuren von Alkali enthielt das Praparat keine Ver- 
unreinigung. 
2) 1 ccm enthielt 0,85 g Hydrazinhydrat. (Wegen der Methode siehe 
Rupp, J. f. pr. Ch., Bd. LXVII, S. 140.) 
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spiitestens '/2 Stunde nach der Totung der Tiere ins Laborato- 

rium und wurde sofort in die Kilte gestellt. Die Versuche 

wurden stets am selben Tage noch angesetzt: bei keinem Ver- 

suche kam Blut, das tiber Nacht gestanden hatte, zur Anwendung. 

Zuniachst untersuchte ich die Wirkung von Hydrazin auf 

Himoglobin einfach in der Weise, das ich Oxyhiimoglobin- 
Tabelle 1. 














Num-| g_ | Ange- ¢ | Ange-| Mol. | 
_ | wandt Hydra- 


(Juo- 


mer | Hiimo- | wandt : 
ls tient 
zin auf, 


des | globin | ccm ae Pte 
| rdr: rdra- ; 
Ver- in Hb- | Byarat al ve }1 Mol.| 


Bemerkungen 











suchs 100cem Lisung 100 cem ‘lésung Hb | € 
1a), | 0 | O |1,57 : 
“| 0123 100  0,0225 | 0,55 0,37 1,49 , enaiiaaduieniaia 
Cc) | | 1,10 | 0,74) — stark braun 
| | | 0 | 0 | 1,58 
b)|$ 75 | 25 0,0225 | 20,00 | 081) — | deutlich braun 
c) | | 40,0 | 1,62 — | stirker braun als b 
3 a) | \ 1.80 | 100 04 " 7 1,57 
bf 7 | 10 | 076) — stark braun 
4 a) | 0 O 1,56, 
b) 1,78 | 25 045 | 01 | 034] — deutlich braun 
¢) 0,2 | 0,68 | 1,51 
i 5 a) | | | 0 0 1,58 | 
& b) + 0,80} 100 0225 | 0,45) 043 1,56 
‘ c) | | 0,88 | 0,84 | 1,52 
i 6 a) |) 11.60 | ‘i ate | Oo | O !1,57 
14, 0 | 324 


b) f 


i / a) \ . 0 O 1,57 
11,60 | 100 85,0) i 
b) f | 0,03 | 0,75 1,44 
: 8a) ) | 0,5 g*) 0 0 | 1,57 
2 -11,60 | 100 | Sulfat in| | | _ 

; Y b) J | 10 ecem | 3,6 | 4,72 |1,44 


*) Hydrazinhydrat von Raschig-Ludwigshafen. 
*) Hydrazinsulfat von Raschig-Ludwigshafen, 4mal umkrystallisiert. 
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losungen bekannter Konzentration,') hergestellt durch Auflésen 
von ausgeschleuderten BlutkOérperchen in Wasser unter Zusatz 
von etwas Soda, mit bekannten Mengen Hydrazinhydratloésung 
versetzte und den Quotienten der Losung, nachdem sie iiber 
Nacht gestanden hatte und dann mit Luft geschiittelt worden 
war, feststellte. 

Die Resultate dieser Versuche gibt Tabelle 1 wieder. 

Die Anordnung dieser Versuche weicht von der Hiifners 
insofern ab, als tiber der Héimoglobinlésung eine Sauerstoff- 
atmosphiire sich fand, wiihrend Hiifner bei der Einwirkung 
des Hydrazins die Loésung unter einer Wasserstoffatmosphiire 
hatte. Ich verfuhr bei den folgenden Versuchen daher so, da’ 
ich mit der LOsung, unmittelbar nachdem ich sie mit Hydrazin- 
hydrat versetzt hatte, einen mit 2 Hihnen versehenen Kugel- 
apparat vollstaéndig anfillte und dann einen Teil der Losung 
durch gereinigten Wasserstoff wieder verdrangte. 




















Tabelle 2. 
Num-- g__| Ange- g | Ange-| Mol. Quo-| 
mer | Hiimo- | wandt Hydrazin- Wandt Hydra- —_ 
des | globin | cem hydrat |,,°C™ = Bemerkungen 
a oe | y' Hydra-) auf |, | & 
Ver- in | Hb- in | zin- |1 Mol.| — | 
suchs 100 cem/Lésung 100 ccm lésung) Hb € | 
| | | | 
9 a) | | | Oo | 0 1,56 
b) ¢ 1,80 100 0,204 | 1,0 | 0,34 | 1,52 
| } } 
Cc) | | 2,0 | 0,68 | — | starker braun als b 
10a) |) _. 1 o | oO. |1,58| 
Ld.) DOO | 42,0 oe . . 
b) f | 0,5 | 0,95 | 1,50 
Ila) ) 0 | O |1,58 
14.9 600 | 420 | ‘ 
b) J O4 — 0,64 1,53 
12a) ) | 0 | 0 |1,58 | 
1.19 550 | 42.0 ccf 
b) J | | 0,06 1,10 | 1,52. 





') Die Konzentrationsbestimmung geschah mittels des Hiifnerschen 
Spektrophotometers unter vorlaufiger Zugrundelegung der von E. E. Butter- 
field im hiesigen Institut an diesem Apparat ermittelten Absorptions- 


verhaltnisse. 
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Auferdem erhdhte ich die Konzentration der Oxyhiamo- 
globinldsung, um das Verhiltnis von physikalisch absorbiertem 
und chemisch gebundenem Sauerstoff in der L6sung zugunsten 
des letzteren zu verschieben. 

Das Ergebnis dieser Versuche zeigt Tabelle 2. 

Schlieblich wurden die folgenden Versuche in der Weise 
angestellt, dab nach der Einwirkung des Hydrazinhydrats unter 
einer Wasserstoffatmosphire die Lésung zur spektrophotome- 
trischen bestimmung unter LuftabschluB mit ausgekochtem 
destilliertem Wasser verdiinnt und in die Absorptionszelle des 
Spektrophotometers ebenfalls unter Verwendung von Luftzutritt 
iibergefiillt wurde. Ein Teil der verdiinnten Losung wird mit 
Luft geschiittelt wie bei den vorhergehenden Versuchen. 

Die Resultate finden sich in der 


Tabelle 3. 











Jeain - 
oe | | | 

Num-|  g Ange-| g anne Mol. | Quotient 

mer ae wandt ee € 

des | globin |} ccm e 7 Bemerkunge 

ae ee hydrat Hydra-| auf 3 erie cin 
Ver-} in | Hb- | ‘in | zin- | 1 Mol.}] mit ohne 


suchs 100 cem| Ldsung}100 com} lésung Hb | Luft} Luft 
| | | 





13 a) ] 0) 0 41,56 — 
b) | 14,0 220 42,0 | 0,08 | 0,37 1,48 1,02} nach 12 Stunden 
¢) J 0,16 | 0,74 11,42.0,93] >» 36 >» 
| | | | 
4a) }).., , | 0 | O 41,58) 1,54 
. } 13.3 250 42 0) " ee : 
b) | | 0,18 | 0,77 }1,53 1,13 
| 
ya) | | 0 | oO 4f4,58) — 
I 0,204, 100 | 015) wie 
b) | | | 0,35 | 1,3 71,55, 1,46 














Ein Blick auf dice in den 3 Tabellen zusammengestellten 
Versuche zeigt, daB alle Losungen, die mit Hydrazinhydrat 
versetzt wurden, eine Erniedrigung des Quotienten gegeniiber 
den Lésungen ohne Zusatz aufweisen. Diese Erniedrigung ist 
zwar in einzelnen Fallen ziemlich klein, — ja sie wiirde in 
einem Falle (Tabelle 3, 15b) sogar innerhalb der Fehlergrenzen 
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der Methode liegen, wenn man diese mit Hiifner zu 2,5 °/o 
annimmt!) —., aber ihr konstantes Auftreten la6t erkennen. 
daf es sich nicht um eine zufillige Erscheinung handelt, und 
lift vermuten, dafi die Ursache in der Anwendung des Hy- 
drazins liegt. 

Dies wird durch das Folgende bestitigt. Betrachtet man 
die in den 3 Tabellen aufgefiihrten Zahlen unter dem Gesichts- 
punkt des Zusammenhangs von Hydrazinhydratmenge (in Mol. 
auf 1 Mol. Hiimoglobin) und Wert des Quotienten, so scheint 
ein solcher Zusammenhang zu fehlen. So entspricht z. B. bei 
Versuch 1b 0,37 Mol. Hydrazinhydrat der Quotient 1,49, bei 
Versuch 5b dagegen 0,43 Mol. Hydrazin 1,56. 

Der Grund fiir dieses Mifbverhiiltnis hegt darin, daf die 
verschiedenen Versuche nicht unter vergleichbaren Bedingungen 
ausgefiihrt worden sind. Temperatur, Konzentration der Himo- 
globinldsung und Dauer des Stehens der LOsung vom Zusetzen 
der Hydrazinlésung an bis zur Ausfiihrung der spektrophoto- 
metrischen Bestimmung waren bei allen Versuchen verschieden, 
und zweifellos sind alle diese Faktoren von Einflu8 auf den 
Wert des Quotienten. Die Abhiingigkeit des Quotienten von 
der Dauer des Stehens der mit Hydrazin versetzten Hiimo- 
globinldsung und von der Menge des zugesetzten Hydrazin- 
hydrats geht aus den folgenden Zahlen mit Deutlichkeit hervor. 

Ausgeschleuderte Blutkérperchen werden wie bei den 
vorhergehenden Versuchen in Wasser unter Zusatz von wenig 
Soda gelést. Aliquote Teile der Losung werden mit steigenden 
Mengen Hydrazinhydratlosung versetzt und zusammen mit einer 
Probe ohne Zusatz in Eis aufbewahrt. Die Hiimoglobinlésung 
enthielt 13,2 g in 100 ccm; die Konzentration der Hydrazin- 
ldsung betrug 0,065 g in 1 ccm. Die Resultate der nach 12, 
36 und 132 Stunden ausgefiihrten: spektrophotometrischen Be- 
stimmungen sind aufgefiihrt in 


') Bei einer in der Zeit vom 12.1. bis 10. III. 1910 ausgefiihrten 
Reihe von 50 Bestimmungen des Quotienten an 36 frischen Rinderblut- 
proben erreichte der Fehler diese Grenze nur ein einziges Mal; bei den 
iibrigen Bestimmungen war die Abweichung meist sogar kleiner als 1,5°,0, 
und nur zweimal betrug der Fehler 2°)». 
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Tabelle 4. 








EEE 
Nummer | Angewandt | Angewandt Mol. Quotient nach 

dis ccm Haimo- ecm Hydrazin | Mess 

i" globin- Hydrazin- | auf 1 Mol. 12 26 132 
settee lésung losung |Hamoglobin brandon Stunden Stunden 

0 — — os 1.56 1,56 1,56 

200) 0.2 0,17 1,53 ee ao 

2 250 0.5 0,33 1,52 150 | 1,43 

3 200 0,6 0,50 148*); 148 | — 

+ 250 1,0 0,67 1.49 1,47 1,35 














*) Diese Bestimmung ist unsicher. 

Uber den Lisungen fand sich bei dieser Versuchsreihe 
Luft; um mich zu vergewissern, dafi dieser Umstand fiir den 
Ausfall des Versuchs nicht von Bedeutung sei, habe ich Teile 
der Lésungen 2 und 4 nach der bei Tabelle 3 gegebenen An- 
ordnung behandelt und erhielt nach 12stiindigem Stehen 

fiir Losung 2 den Quotienten 1,51, 
! 4» > 1,50, 
Zahlen, die von den direkt erhaltenen so gut wie gar nicht 
abweichen, 

Die Abhiingigkeit des Quotienten von der Menge des an- 
gewandten Hydrazinhydrats, wie sie bei den in Tabelle 4 auf- 
gefiihrten Versuchen zum <Ausdruck kommt, wird auch zu 
beobachten sein, wenn die beobachtete Wirkung nicht auf das 
Hydrazinhydrat selbst, sondern auf eine beigemengte Ver- 
unreinigung zurtickzufiihren ist. Ich habe deshalb die Hydrazin- 
priiparate verschiedener Herkunft und vermutlich auch ver- 
schiedenen Reinheitsgrades hinsichtlich ihrer Wirkung mit ein- 
ander verglichen. Zu dem Zweck wurden je 200 ccm Himoglobin- 
losung (11,6 g Oxyhimoglobin in 100 ccm) mit der auf 1 Molekiil 
berechneten Menge Hydrazinhydrat = 0,0634 g versetazt. 

Nach der Analyse!) enthalt 

von Priiparat 17): 1 ccm 0,324 g Hydrat 
> 2 :1 » 0,852 » 


') Cfr. J. f. pr. Ch., Bd. LXVII, S. 140. 


*) Siehe S. 180. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVII. 13 
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Somit sind von Praparat 1 n6tig 0,21 ccm 
» 2 » 0,08 cem. 

Von dem Priiparat 4 entsprechen, da es nach der Analyse 
83,7 °/o Hydrazinsulfat enthalt, 0,212 g 0,0634 g Hydrazin- 
hydrat. Das Hydrazinsulfat wurde in der eben notigen Menge 
Soda gelost. 

Nach dem Zugeben des Hydrazins zu den Oxyhimoglobin- 
lisungen kamen diese tiber Nacht in Eis. 

Nach 14 Stunden wurden die Quotienten bestimmt und 
dabei erhalten fiir die Lésung, die einen Zusatz erhalten hatte von 

Priiparat 1: 1,50 
. 2: 1,51 
> 4: 1,51. 

Der Quotient der entsprechenden Oxyhamoglobinlosung 
ohne Zusatz unter sonst gleichen Bedingungen war 1,57. 

Die Wirkung der 3 Hydrazinpriiparate entspricht somit 
ihrem Hydrazingehalt und sie ist somit sicher auf das Hydrazin 
selbst zuriickzufiihren. 

Die Veriinderung des Hiamoglobins, die im Sinken des 
Quotienten zum Ausdruck kommt, ist schon mit bloBfem Auge 
zu erkennen. Die mit Hydrazin versetzten Losungen zeigen 
eventuell schon nach 2—3 Stunden einen deutlichen Stich 
nach Braun. Diese briiunliche Firbung, die am besten beim 
Schiitteln zu beobachten ist, lieS mich das Vorhandensein von 
Methaimoglobin vermuten. Gegen diese Vermutung spricht aber 
das Resultat der Untersuchung der LOsung mit dem Spektrophoto- 
meter, wobei keine Andeutung eines gegen Rot zu liegenden Ab- 
sorptionsstreifens, wie ihn eine alkalische Methimoglobinlésung 
zeigt, zu erkennen war. Weiter ergibt aber folgender Versuch, 
dafi auch Methamoglobin durch Hydrazin verandert wird. 

Fiigt man zu einer Oxyhimoglobinlésung (11,2 g in 100 ccm) 
ein wenig Hydroxylamin!) (aus dem Chlorhydrat durch Soda- 
zusatz bis zur alkalischen Reaktion erhalten), so enthialt diese 
Lésung nach einigem Stehen reichliche Mengen Methimoglobin : 
nach 12 Stunden ist der Quotient der Lésung 1,26 (1,25); fiir 
eine reine Methiimoglobinldsung wiire er nach Hitifner 1,19. 


~~ 1) 1 Mol. auf 1 Mol. Hb. 
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Gab man zu 50 ccm dieser Lésung 1,45 cem Hydrazin- 
hydratlésung (0,162 g in 10 ccm) entsprechend 1,4 Mol., so 
war der Quotient dieser LOsung nach etwa 24 Stunden 1,35, 
wihrend die Kontrollprobe noch den Quotienten 1,26 zeigte. 
Das Steigen des Quotienten in diesem Falle ist wohl so zu 
erklaren, dafi neben anderen Reaktionen auch Reduktion eines 
Teils des Methaimoglobins zu Haimoglobin eintrat und dies beim 
Schiitteln mit Luft in Oxyhimoglobin tiberging. Denn daf die 
Wirkung des Hydrazins auf L6sungen von Oxy- und Methimo- 
elobin jedenfalls zum Teil in einer Reduktion besteht, ist sicher; 
daneben setzen aber sofort noch andere Veriinderungen ein. 

Diese weitergehenden Veriénderungen habe ich zuniichst 
nicht néher untersucht; zur Priifung der in der Einleitung an- 
gefiihrten Angaben habe ich nur folgenden Versuch ausgefihrt. 

Zu 10 ccm Oxyhiimoglobinlésung (1 ecm enthalt 0,00149 g) 
fiigte ich 0,1 ccm Hydrazinhydratlosung entsprechend 0,037 g 
Hydrat; die Loésung blieb in einer Reagierrdhre ruhig stehen; 
die beobachteten Veranderungen sind in der folgenden Tabelle 5 
aufgefiihrt. 

Zum Vergleich wurden 10 ccm Hiaminldsung (0,0006 g, 
entsprechend 0,0149 g Himoglobin, in Soda geldst) ebenfalls 
mit O,1 eem Hydrazinhydratlésung versetzt und ebenfalls stehen 
gelassen; das Ergebnis findet sich in Tabelle 5. 

Tabelle 5. 

















| Zeit | Farbe | Quotient *) 
| ' 
sofort kirschrot | 0,80 
: sia , } - 
Oxyhamoglobin ; Stunde violett | 0,85 
| 14 Stunden griinlichgelb 1,17 
— — -_ - = — — — 
| sofort | 0,51 
Haimin | 1 Stunde > kirschrot | — 
| 
| 44 Stunden | 0,59 
| 1 J 


Die griinlichgelbe, aus Oxyhamoglobin erhaltene Losung 


') Beziiglich der Bestimmung des Quotienten siehe die Bemerkung 6 
auf S, 179. 


13* 
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enthalt nicht etwa Hiaimatin — denn ein weiterer Zusatz von 
Hydrazin veriindert an dem Aussehen der Lésung nichts mehr. 

Der Versuch zeigt, dah man, entgegen der Angabe von 
Hiifner,!) aus Himoglobin reines Himochromogen, wie man es 
— ausgehend von Hiémin in alkalischer Lésung — gewinnen 
kann, nicht erhiilt. Dies liegt sicher nicht daran, daf der Ver- 
such im offenen Reagenzglase ausgeftihrt wurde; denn wenn 
dieser Umstand von Einflufi gewesen wiire, so hatte die ganz 
gleich behandelte Hiaminldsung auch kein Hamochromogen 
liefern kOnnen. 

Erwihnt sei noch, daf auch die aus Himin erhaltene 
Hiimochromogenlésung beim Stehen an der Luft — aber erst 
innerhalb 10—12 Tagen — (ob im Licht oder im Dunkeln 
scheint gleichgiiltig) allmahlich die kirschrote Farbe verliert und 
eine briunliche Farbung annimmt, die durch Zusatz von neuem 
Hydrazin nicht mehr veréndert wird. 

Diese Verschiedenheit in dem Verhalten von Himoglo- 
binlosungen und Himinlosungen gegen Hydrazin labt mich 
vermuten, dai es bei eingehenderen Untersuchungen unter Be- 
niitzung dieser Beobachtung gelingen kénnte, Aufschluf tiber 
die Bindung von Globin und Fe-haltiger Komponente im Himo- 
globin zu erhalten. — 

Die Bedeutung der Tatsache, dafi das Haimoglobinmolekii 
durch Hydrazin angegriffen und tiefergehend verindert wird, 
liegt darin, daB, wie eingangs erwihnt, mit Hydrazin «reduzierte» 
Hiimoglobinlésungen zur Bestimmung der Grébe des Gasbindungs- 
vermoégens des Blutfarbstoffs auf absorptiometrischem Wege 
Verwendung gefunden haben. Inwieweit die fiir diese Grobe 
von Hiifner gefundene Zahl — 1,34 cem Gas (O,, CO) pro 1 g 
Hiaimoglobin — durch die Verwendung von Hydrazin beeinflubt 
wird,?) dariiber méchte ich ein abschlieBendes Urteil heute 
noch nicht abgeben. Immerhin mégen vorlaufig folgende Be- 
obachtungen angefiihrt sein. 

Bei Absorptionsversuchen nach der von Hiifner ange- 


') Arch. f. Anat. u. Phys., 1899, S. 499. 
2) Hiifner selbst hat, darauf sei nur kurz hingewiesen, vor der 
Verwendung von Hydrazin durchweg hiéhere Zahlen erhalten. 
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gebenen Anordnung?) erhielt ich in einer Reihe von Bestim- 
mungen, bei denen Hydrazin als Reduktionsmittel gedient hatte, 
folgende Werte fiir die pro 1 g gebundene Kohlenoxydgas- 
menge in ccm: 

1,26; 1,06; 1,13; 1,27. 

Als ich die Reduktion ohne Hydrazinzusatz einfach durch 
etwa 4stindiges Auspumpen mit einer sehr kriaftig wirkenden 
K Ortingschen Pumpe ausfiihrte, erhielt ich die folgenden Zahlen: 

1,49; 1,54; 1,45; 1,57. 

Eine Undichtigkeit des Absorptiometers wiirde eine Ver- 
groBerung der aufgenommenen Gasmenge vortiuschen; eine 
solche ist bei der Zahl 1,54 nicht mit Sicherheit auszuschliefen, 
bestimmt abec bei den drei andern Zahlen; denn ich habe in 
diesen Fallen den Apparat jedesmal vor und nach dem Versuch 
auf Dichtigkeit gepriift und dicht befunden. 

Man konnte weiter noch einwenden, dafi Unterschiede in 
der Konzentration der Haimoglobinlésungen, Unterschiede in 
der Temperatur und im Druck, bei dem der Absorptionsversuch 
vorgenommen wurde, von Einflu8 auf den Ausfall der beiden 
Reihen gewesen seien. 

Beziiglich der Temperatur sei bemerkt, dafi alle Versuche, 
mit Ausnahme desjenigen, der die Zahl 1,06 ergab und bei 5° 
ausgefiihrt wurde, bei Temperaturen ausgefiihrt worden sind, die, 
wenn tberhaupt, nur wenige Zehntelgrade von 15° differierten. 

DaB die Konzentration der Haimoglobinlésung einen sicher 
feststellbaren Einflufi nicht austibt, das zeigen meines Erachtens 
die unter 2 und 3 der untenstehenden Tabelle 6 aufgefiihrten 


Versuche. 











Tabelle 6. 
= _ = 
| ] | y 
| ccm CO | Druck | Temperatur | . g Hb | Bemerkungen 
| pro 1 g Hb» | | in 100 ccm | 
1) 157 | 7743 | 154° | 1,37 | ohne Hydrazin 
9 113 | 686.9 | 15,7 150 | mit : 
3 127 | 6910 | 159° 1151 | > : 
4| 106 | 7011 | 49° 1,33 j 








N 
— 
iw} 
Or 
=.) 


2) Arch. f. Anat. u. Phys. (Physiol. Teil), 1894, S 
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Die Resultate dieser beiden Versuche weichen allerdings 
erheblich voneinander ab; immerhin ist die Differenz entfernt 
nicht so groB wie diejenige zwischen den Versuchen 1 und 2, die 
hinsichtlich Konzentration und Temperatur sich ohne weiteres 
vergleichen lassen (beziiglich des Druckes sei auf das Folgende 
verwiesen). 

Kin Teil der Differenz ist sicher auf folgenden Umstand 
zuruckzufihren. 

Die von einer Himoglobinlé6sung aufgenommene Gasmenge 
setzt sich bekanntlich aus 2 Teilen zusammen: der eine Teil 
wird dem Henryschen Gesetz entsprechend von der Loésung 
physikalisch absorbiert, der andere wird chemisch gebunden.') 
Einer direkten Bestimmung ist nur die Summe dieser beiden 
Teile zugiinglich und eine Feststellung der von 1 g Hamo- 
globin chemisch gebundenen Gasmenge kann deshalb nur unter 
Zugrundelegung mehr oder weniger willkirlicher Annahmen 
iiber die Gribe des physikalisch absorbierten Teils geschehen. 

Die fiir meine Versuche verwendeten Hamoglobinlésungen 
enthielten rund 0,9°/o NaCl. Nach vorlaufigen Versuchen ist 
der Absorptionskoeffizient einer 0,9°/oigen NaCl-Lésung fiir 
Kohlenoxyd bei 15,3° a45.3 = 0,023 und diese Zahl ist der 
Berechnung der Versuche mit etwa 1,5—2°/o Himoglobin zu- 
grunde gelegt. Kei Versuch 3 wurde der hdheren Hiimoglobin- 
konzentration wegen statt 0,023 die Zahl 0,020 und bei 4 wegen 
der um 10° niedereren Temperatur die Zahl 0,025 eingesetzt. 

Noch ein Wort tiber den Einflu8 des Druckes. Die beiden 
unter 1 und 2 der Tabelle 6 aufgefiihrten Versuche sind trotz 
der etwa 90 mm _ betragenden Druckdifferenz sehr wohl ver- 
gleichbar. Kohlenoxydhimoglobin ist bekanntlich eine ziemlich 
feste Verbindung, deren Bestand von dem tiber der Lésung 
herrschenden Kohlenoxyddruck nur wenig abhangig ist, wenn 
nur dafiir gesorgt ist, dab tiberhaupt Kohlenoxyd in der Atmo- 
sphiire tiber der Lésung sich findet, wie die einer Arbeit von 
Hiifner?) entnommene Tabelle zeigt: 

') Auch dieser Teil ist abhaingig von dem Partiardruck, unter dem 
das mit Hamoglobin reagierende Gas iiber der Lésung steht. 

*) Arch. f. Anat. u. Phys. (Physiol. Abt.). 1895, S. 222. 
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i x 100~—x 
mm 
0,5 12.9 87,1 
1,0 6,9 93,1 
2,5 2,9 97,1 
5,0 1.4 | 98.6 
10,0 0,7 | 99 3 
30,0 Q,2 99.8 
50,0 0,15 | 99,85 
100,0 0,07 99 93 


In dieser Tabelle bedeutet p. den Druck des CO-Gases 
in der Atmosphire tiber der Loésung, x die Prozente Himo- 
globin, 100—x die Prozente Kohlenoxydhimoglobin. Aus der 
Tabelle ergibt sich, dai bei Drucken, unter denen ich meine 
Versuche anstellte, eine selbst recht grofe Differenz in den 
Drucken zweier Versuche von nachweisbarem Einflufi auf die 
chemisch gebundenen Kohlenoxydmengen nicht sein kann. Die 
Differenz in den Resultaten der Versuche 1 und 2 (Tabelle 6) 
und der auf Seite 189 aufgefiihrten beiden Reihen ist somit 
zweifellos auf die Wirkung des Hydrazins zuriickzufiihren. 

Sobald die Jahreszeit es gestattet, denke ich auf die 
Absorptionsversuche wieder zuriickzukommen und werde zu- 
niichst versuchen, die Frage nach der Gréfe der von Hamo- 
globinldsungen verschiedener Konzentration physikalisch ab- 
sorbierten Gasmengen auf eine sichere Basis zu stellen. Erst 
wenn diese Aufgabe befriedigend gelist ist, kann die Frage 
nach der Grofe der von 1 g Himoglobin chemisch gebundenen 
Gasmenge definitiv gelist werden. 


Tubingen, Anfang Juni 1910. 








Uber das Verhalten des p-Aminophenylalanins beim Alkaptonuriker. 


(Aus der mediz. Klinik zu StraBburg, Dir. Prof. Moritz.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Juni 1910.) 


Im Heft 3 des LXVI. Bandes dieser Zeitschrift teilen 
Abderhalden und Massini Versuche tiber das Verhalten des 
p-Aminotyrosins beim Alkaptonuriker mit; die Darreichung dieser 
Verbindung rief eine deutliche Steigerung der Homogentisin- 
siiureausscheidung oder, besser gesagt, «des Reduktionsver- 
mégens des Harns» hervor. Verf. konnten weiter geplante 
Versuche an dem Patienten nicht anstellen. Es gibt mir dieses 
Veranlassung, einen Versuch mitzuteilen, den ich vor ca. 4 Jahren 
an dem gleichen Alkaptonuriker mit p-Aminophenylalanin ge- 
macht habe und den ich in meinen Untersuchungen iiber 
Alkaptonurie!) nicht erwahnt habe, weil er in ihren Rahmen 


nicht hineinpafite. 
En ________] 




















| | . 
n/;o-AgNO.- Gesamt- 
| Harn- |Gesamt- tinni * | Homo- 
Tag | ys 8 gentisin- | H: N 
‘Menge| N fir 10 ccm | ~ siure 
| | Harn in g 
1. | 2200 | 14,61 8,4 7,29 | 49,89 
2. | 2200 | 13,55 7,8 7,08 | 52,25 
3. | 3200 | 16,53 5,9 7,78 | 46,46|!0X 05¢ p-Amido- 
| phenylalanin 
4. | 2200 | 15,80 8.8 7,98 | 56,50 
5. | 2200 | 1428 | 7.8 7,08 | 48,50 
6. | 2200! 1488 | 84 | 7,29 | 51,05 





') Berichte des Kongresses fiir innere Medizin, 1907, und Archiv 
f. experim. Patho]. u. Pharmakologie, Bd. LIX, 8. 273. 
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Es geht aus den Zahlen der Tabelle hervor, dafi am Tage 
der Darreichung des p-Aminophenylalanins eine geringe Stei- 
gerung der Homogentisinsdure stattfand, die noch am nichsten 
Tag anhielt. Die Zunahme ist im Vergleich mit den nach 
Kingabe von Tyrosin, Phenylalanin und Aminotyrosin beobach- 
teten sehr gering, so dai es tiberhaupt zweifelhaft scheint, 
ob das p-Aminophenylalanin in Homogentisinsiiure tibergeht. 

Der Ersatz der Aminogruppe in p-Stellung durch eine 
Hydroxylgruppe vollzieht sich demnach im besten Falle nur 
in geringem Grade beim p-Aminophenylalanin im Gegensatz 
zum p-Aminotyrosin. Nach den Erfahrungen, die ich tiber den 
Abbau der isomeren Tyrosine gemacht habe, diirften Unter- 
suchungen am normalen Organismus sehr geeignet sein, weitere 
Aufklarung zu bringen. 








Uber den Nachweis der Glukuronsdure im Harne. 
Von 
Guido Goldschmiedt. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der k. k. deutschen Universitat in Prag.) 
(Der Redaktion zugegangen am 20. Mai 1910.) 


Vor kurzem') habe ich mitgeteilt, daf$ Glukuronséure und gepaarte 
Glukuronsduren in wiisseriger Lésung, nezw. Suspension auf Zusatz von 
alkoholischer a-Naphthollésung und konzentrierter Schwefelsadure eine tief- 
smaragdgriine Farbenreaktion liefern, die auch fiir den Nachweis von 
Glukuronsaéure im Harne gute Dienste leisten kénne. Ich habe darauf 
aufmerksam gemacht, dafi die Gegenwart von salpetriger Saure bei der 
Reaktion absolut ausgeschlossen sein miisse, weil diese mit a-Naphthol 
und Schwefelsiure auch eine intensive griine Farbung der Fliissigkeit 
gebe. Leider habe ich es aber seinerzeit unterlassen, auch das Ver- 
halten der Salpetersiure gegen die in Frage kommenden Reagenzien zu 
untersuchen. Dies ist nun nachtriglich geschehen, und es hat sich ge- 
zeigt, dafs auch diese die griine Firbung veranlaft. 

Da nun der normale menschliche Harn, wie R6hmann,?) Weyl,’) 
Weyl und Citron‘) nachgewiesen haben, stets Nitrate enthalt, so er- 
fiihrt die Anwendbarkeit der Reaktion fiir den menschlichen Harn eine 
Einschriinkung; diese Nitrate stammen nach R6hmann ausschliefilich 
aus der Nahrung, es wird also die Reaktion bei nitratfreier Nahrung 
(Milch, Weifbrot, Fleisch), einer Bedingung, die bei Laboratoriums- oder 
klinischen Versuchen erfiillt werden kann, doch Verwendung finden 
kénnen, Sie ist ferner anwendbar bei Kaninchen und Hundeharn; Hunde 
entleeren bei Fleischfiitterung einen nitratfreien Harn und auch der 
Kaninchenharn enthalt keine Nitrate (RO6hmann). 

Salpetersdéure laft sich im menschlichen Harne, selbst noch bei 
starker Verdiinnung sehr scharf durch die Diphenylaminreaktion nach- 
weisen. Man kann das Reagens in der von Lunge®) empfohlenen Art 
(Lésung von 0,5 g Diphenylamin in 100 ccm konzentrierter Schwefel- 
siiture mit Zusatz von 20 ccm Wasser) anwenden oder auch einige Tropfen 
alkoholischer Diphenylaminlésung dem Harne zusetzen und das Gemisch 
iiber konzentrierte Schwefelsiure schichten. 

Auf diese Weise konnte ich Salpetersiure in Menschen- und Katzen- 
harn, in Hunde- und Kaninchenharn jedoch nicht nachweisen. 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXV, S. 389 (1910). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. V, S. 233 (1882). 

5) Virchows Archiv, Bd. XCVI, S. 462 (1884). 

*) Virchows Archiv, Bd. Cl, S. 175 (1885). 

>) Zeitschrift fiir angewandte Chemie, Bd. VII, S. 344 (1894). 








Bemerkungen zu einer Fufnote der Kiisterschen Abhandinng 
«Beitrage zur Kenntnis des Blutfarbstoffs>. 


Von 
L. Marchlewski. 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Juni 1910. 


Anf Seite 226 dieser Zeitschrift Band LXVI findet es Kiister seltsam, 
dafi ich in meiner Monographie tber die Chlorophylle und den Blutfarb- 
stoff (Braunschweig 1909) behaupte, es wire ohne Schwierigkeiten méig- 
lich, krystallisiertes Bromhamin darzustellen. Ich sehe nicht ein, warum 
Kiister soviel Verwunderung an den Tag legt, denn meine Behauptung 
entspricht durchaus den Tatsachen. Wie ich mit Hetper hervorhob,') er- 
hilt man unter den beschriebenen Bedingungen iiuferst leicht Krystalle, 
dieselben enthalten aber etwas Athoxyl (0,89 °/o), und hiitte ich damals 
mehr von der Substanz zur Verfiigung, so hatten weitere Krystallisationen 
sicherlich zu einem iithoxylfreien Produkt gefiihrt. 

Kiister scheint unter dem Eindrucke zu sein, dafi ich durch das 
Hervorheben der leichten Krystalltsierbarkeit des Bromhiimins auch seine 
leichte Reindarstellung gemeint habe; einer solchen Auffassung wider- 
spricht aber der klar ausgesprochene Inhalt der von ihm zitierten Arbeit. 

Beziiglich der Zusammensetzung des Bromhimins findet Kiister 
in der Tat eine irrige Angabe in meiner Monographie, dieselbe aber als 
«Entstellung der Tatsachen» hinzustellen, ist doch wohl zu stark gesagt. 
Hs handelt sich einfach um die Zitierung zweier Formeln an verkehrten 
Stellen, anstatt C,,H,,O,N,BrFe schrieb ich C,,H,,BbrN,FeO, -C,H,OH und 
umgekehrt. 

Ebenso befremdend ist die Kritik, welche von dem genannten Verfasser 
an meinem Artikel iiber Dehydrochloridhimin gefiihrt wird. Ich habe doch 
nicht behauptet, dah die erste Vorstellung tiberdas Wesen der Umscheidung von 
Schalfejew von irgend jemandem anderen als Kiister herriihrt; nichts- 
destoweniger ist es Tatsache, daf’ Dehydrochloridhémin bereits vor Kiister 
beobachtet wurde. Das Seltsamste dabei ist, daf Kiister jetzt selbst, 
wie es scheint unwissentlich, das gleiche schwarz auf weifi behauptet, 
wofiir er mir einen Vorwurf macht; heiBt es doch: Die Umsetzung des 
llimins mit schwachen Basen beruht sehr wahrscheinlich auf einer Salz- 


') Bull. de l’Acad. des Sciences de Cracovie, 1903, 797. 
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bildung, obwohl die Abspaltung von Chlor nie ganz vermieden 
werden kann! 

Was endlich einen von mir herstammenden Satz anbelangt, welcher, 
wie Kiister selbst angibt, zu den obigen, meiner Ansicht nach voll- 
kommen unberechtigten Angriffen Veranlassung gab, so halte ich ihn jetzt 
fiir besonders berechtigt. Kiister vergift, dafi ich Pyrrol im Chlorophyll 
nachwies, ehe seine anerkanntermafen sehr schénen Arbeiten iiber die 
Hiimatinséuren bekannt waren, er vergifst, daf§ Chlorophyll als ein Derivat 
des Himopyrrols erkannt wurde, ehe er begann sich selbst mit letzterem 
zu beschiftigen. Der Beweis der Verwandtschaft des Chlorophylls zum 
Himoglobin beruhte also durchaus nicht ausschlieflich auf spektroskopi- 
schen Verhialtnissen. 

Ubrigens war meine, von Kiister beanstandete, Auferung nicht 
ausschlieMlich auf seine in den Ber. d. Deutsch. bot. Gesellschaft, 1904, 
339 gedruckten Arbeit gezielt. Wenn Kiister sich veranlaft sah, so 
sehr energisch gegen Piloty zu reagieren, so wird er es begreiflich finden, 
dafs ich mit aéhnlichen Gefithlen seine Publikationen tiber die Formel des 
Hiimins und die chemische Natur des Himopyrrols zur Kenntnis nahm. 


Krakau im Juni 1910. 


Erwiderung. 
Von 
K. Biirker-Tibingen. 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Mai 1910.) 


Bei Beschreibung eines kleinen Universalspektralapparates in dieser 
Zeitschrift Bd. LXIII, S. 296 habe ich Herrn O. Schumm vorwerfen miissen, 
dafi er beziiglich der Verwendung des Albrechtschen Glaskiérpers zu ver- 
gleichend spektroskopischen Zwecken (siehe die Arbeit von O. Schumm 
in dieser Zeitschrift Bd. LIX, S. 54) in mir einen ihm bekannten Vorganger 
gehabt hat, ohne daf Herr Schumm es fiir nétig befunden hitte, dies in 
seiner Arbeit zu erwihnen. In einer in dieser Zeitschrift Bd. LXIV, S. 73 
erschienenen Notiz «Zur Abwehr> sucht Herr Schumm diesen Vorwurf 
von sich abzuwiilzen; ich mufs trotzdem den Vorwurf unkulanten Ver- 
fahrens aufrecht erhalten und bin jederzeit bereit, Interessenten die nétigen 
Unterlagen fiir meine Behauptung zur Verfiigung zu stellen. 





Untersuchungen iiber den Kohlenhydratstoffwechsel. 


I. Mitteilung. 
Eine kolorimetrische Blutzuckerbestimmungsmethode und 
deren Anwendung. 
Von 


Dr. L. Wacker, Chemiker und Assistent des Instituts. 
Mit einer Abbildung im Text. 


Aus der chem. Abteilung des pathologischen Institutes der Universitat Wirzburg, 
Direktor Professor Borst.) 


Der Redaktion zugegangen am 8, Juni 1910.) 


Die gebriiuchlichen Methoden zur Bestimmung des Zucker- 
sehaltes des Blutes leiden an dem Ubelstande, da’ eine ziem- 
lich erhebliche Blutmenge erforderlich ist. Dadurch lassen 
sich viele Versuche am Menschen, wie an kleineren Tieren 
(iberhaupt nicht durchfiihren. Es ist daher wiinschenswert, eine 
Methode zu besitzen, welche gestattet, mit geringen blutmengen 
auszukommen, sodafi man mehrere Versuche hintereinander 
intra vitam vornehmen kann, ohne die Tiere zu schwichen und 
dadurch das Versuchsresultat zu beeintrichtigen. 

An anderer Stelle!) habe ich tiber eine empfindliche Farb- 
reaktion auf Aldehyde, Alkohole und Kohlenhydrate mit p-Pheny]- 
hydrazinsulfosiiure bei Gegenwart von Natronlauge berichtet 
und mitgeteilt, in welcher Weise mit Hilfe dieser Farbstoff- 
bildung ein Riickschlu8{ auf die Molekulargréfe von Poly- 
sacchariden kolloider Natur, wie z. B. des Glykogens gemacht 
werden kann. ?) 

1) Berichte d. Deutsch. chem. Gesellsch., Bd. XLI (1908), S. 266 und 
Bd. XLII (1909), S. 2675. 

2) Es sei gleich hier erwihnt, daf die fiir die kolorimetrische Zucker- 
bestimmung ausgearbeitete Methodik sich fiir derartige Molekulargewichts- 
bestimmungen besser eignet, als das friiher beschriebene Verfahren. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVIIL. 14 
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Dieselbe Reaktion liéft sich auch verwenden, um den 
Zuckergehalt in L6sungen auf quantitativ kolorimetrischem 
Wege zu ermitteln, dadurch, dafi man die auf Zusatz genannter 
Reagenzien allméhlich auftretende Rotfirbung mit einer Farb- 
skala, hergestellt aus einer Standard-Zuckerlésung, vergleicht. 

Es war daher naheliegend, die Methode auch auf den 
Blutzucker zu tibertragen, besonders da es gelingt, mit Hilfe 
dieses Verfahrens noch Quantitaéten von 5/100 mg Traubenzucker 
und darunter zu unterscheiden und quantitativ nachzuweisen. 

Bei der Empfindlichkeit der Reaktion, welche diejenige 
der chemischen Wage bei weitem tbertrifft, ist es natiirlich 
notig, sorgfiltig und genau nach Vorschrift zu arbeiten und 
vor allem auf Nebenreaktionen zu achten, die aus den ver- 
wendeten Chemikalien, ja sogar aus dem Filtrierpapier unter 
dem Einfluf der Natronlauge, stammen koénnen. Die Haupt- 
schwierigkeit liegt auch in der Beseitigung des Eiweifes, da 
ungeniigende oder ungeeignete Enteiweifung das Resultat be- 
eintrachtigt. 

Ks muBten daher Salze gewihlt werden, die durch Kry- 
stallisation in tunlichst reiner Form zu erhalten sind und welche 
die Kigenschaft haben, das Eiweif quantitativ niederzureifen. 


Solche Salze wurden in dem Eisenalaun Fe,K,(SO,), -+- 24 aq.!) 
und in dem Zinkvitriol ZnSO, -+ 7 aq. erkannt. Die wasserigen 
Losungen dieser Salze schlagen auf Sodazusatz aus einer 
lackfarbenen Blutldsung simtliches Eiweif nieder. Dieses Ent- 
eiweiHungsverfahren ist einfach und zuverliissig und auch fir 
andere Zwecke zu empfehlen. Es wird weiter unten genauer 
beschrieben werden. 

Der Traubenzuckergehalt des menschlichen Blutes, nach 
der ublichen Methode durch Reduktion alkalischer Kupfer- 
lOsungen ermittelt, betrigt 0,7—0,1.?) 


') Zweifellos ist die blutstillende Wirkung der Eisenchloridwatte 
auf denselben Vorgang zuriickzufiihren, indem das Alkali des Blutes 
aus dem Eisenchlorid «Eisenoxyd» frei macht, welch letzteres in statu 
nascendi mit den Bluteiweifkérpern ausflockt und die Kapillaren verstopft. 

*) Reicher und Stein, Berliner klin. Wochenschrift, 1910, Nr. 19, 
S. 909, Referat. — Michaelis und Rona, «Untersuchungen iiber Blut- 
zucker». Bioch. Zeitschrift, Bd. VII, S. 329 (1908); Bd. XII, S. 121 (mit 
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Diese Zahlen sind eher zu niedrig als zu hoch, da ganz 
geringe Zuckermengen keine reduzierende Wirkung auf die 
Kupferlésung auszuiiben vermégen. Enthalt doch der normale 
Harn 0,02°/o Traubenzucker,!) ohne daf dies die Reagenzien 
anzeigen. 

Im Gegensatze hierzu liefert diese kolorimetrische Methode 
zu hohe Traubenzuckerwerte, da sie alle wasserldslichen Be- 
standteile des Blutes, welche Alkohol oder Kohlenhydratcharakter 
haben, erkennen |Jaft, z. B. auch eventuell vorhandenes, aus 
dem Fette stammendes Glycerin, primiire Abbauprodukte des 
Traubenzuckers wie Glukuronsiiure usw. 

So habe ich also fiir den Kohlenhydratgehalt des normalen 
menschlichen Blutes Werte gefunden, die zwischen 0,14—0,18 
schwanken. Kaninchenblut enthialt dagegen mehr Kohlenhydrate 
und zwar zwischen 0,21—0,27°/o, Hundeblut ist wieder niiher 
dem Menschenblut. Der Blutzuckergehalt einer weifen Maus 
betrug 0,281°/o. Dasselbe ist verhiiltnismiébig hoch und ge- 
winnt man den Eindruck, als ob kleinere Tiere infolge der 
grOferen Wirmeverluste?) auf einen hoheren Kohlenhydrat- 
gehalt im Blut eingestellt sind. 

Lavulose erzeugt mit p-Phenylhydrazinsulfosiure eine 
doppelt so farbstarke Rotfiirbung wie Traubenzucker. Dieser 
Tatsache muB man sich bei Untersuchungen in Fiillen von 
Liivulosurie bewult sein. 

Weiter sei hier noch bemerkt, dab der bei der kolori- 
metrischen Untersuchung beobachtete erhéhte Kohlenhydrat- 
gehalt nicht in Zusammenhang zu bringen sein diirfte mit der 
von Pavy beobachteten und von Lépine und Boulud weiter 
verfolgten Tatsache, dai Blut, welches bei Gegenwart von 
Siuren,*) wie z. B. Flufsiiure auf tiber 100° C. erhitzt worden 
Oppeler); Bd. XIV, S. 476 (1908); Bd. XVI, S. 60 (1909); Bd. XVIII, 
5. 375 (1909). 

1) Lohnstein, Allgem. mediz. Zentral-Ztg., 1900, Nr. 30. 

*) E. Voit, Zeitschrift f. Biologie, Bd. XLI, 5. 113 (1901), 

*) Lépine und Boulud, Compt. rend., Bd. CXLVII, 5. 226 (1908), 
Sur le sucre total du sang; Bd. CXLVI, S. 1096 (1909), Sur le sucre 
total du sang; Bd. CXLIX, S. 583 (1909), Sur le sucre total du plasma 
et des globules du sang. 
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war, einen erhohten Zuckergehalt besitzt. Dieser Zuckerzuwachs, 
welchen genannte Autoren als den virtuellen Zucker bezeich- 
neten, stammt grofenteils aus den Bluteiweifkérpern. Er kann 
somit bei der kolorimetrischen Methode nicht inbegriffen sein, 
weil vorher enteiweibt wurde. 

Die Enteiweibung habe ich immer schon innerhalb einer 
Stunde nach Blutentnahme vorgenommen, soda anzunehmen 
ist, dai die Wirkung des glykolytischen Fermentes vernach- 
l’assigt werden kann. 

Zur Priifung der Zuverlissigkeit der Methode habe ich 
wiederholt Blutproben derselben Provenienz unter gleichen 
Bedingungen entnommen, untersucht und Differenzen erst in 
der 3. Dezimale des Prozentgehaltes, manchesmal allerdings 
auch Unterschiede bis zu 0,030°/o beobachtet. Wichtig ist es, 
moglichst unter gleichen Bedingungen und mit tunlichst gleichen 
Blutmengen zu arbeiten. 

Um die Qualitét der Methode weiter zu erproben, habe 
ich Blut aus dem Schlachthause mit bekannten Traubenzucker- 
mengen versetzt. So ergab z. B. Lammblut 0,114°/o Zucker- 
gehalt, nach Zusatz von genau 0,1°/o Traubenzucker enthielt 
das Blut bei der kolorimetrischen Untersuchung 0,204 °/o. Somit 
eine Zunahme von 0,090°/o, d. h. ein Fehler in der Analyse 
von 0,010 °/o. 

Nachdem ich mich in dieser Weise von der Brauchbarkeit 
dieses Verfahrens iiberzeugt hatte, habe ich beim Menschen, 
wie bei Versuchstieren, den Verlauf der alimentéren Glykosurie, 
am Kaninechen den Phloridzindiabetes, am Schlachthausblute 
die Wirkung des Bernard-Lépineschen glykolytischen Fer- 
mentes und wiederum am Kaninchen den Einflu{i der Abkthlung 
auf den Blutzuckergehalt, d. h. die chemische Wiarmeregulation 
am homoiothermen Organismus verfolgt. 

Bei Wiirmeverlusten sucht bekanntlich der Warmbliiter 
unter allen Umstiinden die Korpertemperatur konstant zu _ er- 
halten und neben der physikalischen Regulation spielt, besonders 
bei griBeren Verlusten, die chemische eine hervorragende Rolle. 
Die verlorene Wirme wird durch einen gesteigerten Stoff- 
wechsel, d. h. eine forcierte Verbrennung organischen Materials 
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ersetzt. Diese Tatsache lift sich sehr schén durch die Kontrolle 
des Gaswechsels der Lungen feststellen, da durch Abkiihlung 
bekanntlich die Kohlensiureproduktion und der Sauerstoffver- 
brauch zunehmen. | 

Rubner!) hat durch Respirationsversuche bei kalten 
Duschen am Menschen nachgewiesen, dai der Wirmeverlust 
vorzugsweise durch Verbrennung von Kohlenhydraten gedeckt 
wird, weil der respiratorische Quotient von 0,87 auf 1,02 an- 
stieg. Auch der Umstand, dai bei Abkiihlung der Glykogen- 
gehalt der Leber?) schwindet, deutet darauf hin, da} die Kohlen- 
hydrate zur chemischen Wirmeregulation verwendet werden. 
Da das Glykogen wahrscheinlich nicht als solehes in den Kreis- 
lauf kommt, so muf man daran denken, da eine gesteigerte 
Verbrennung von Traubenzucker stattfindet. Diese Uberlegung 
hat mich veranlaft, Kaninchen durch Bider stark abzukiihlen 
und die Verianderung im Blutzuckergehalt zu studieren. In der 
Tat ist es mir auch gelungen, in der Mehrzahl der Fille Hyper- 
glykimie nachzuweisen. 

Die Beobachtung Arakis,*) daB bei starken Abkiihlungen 
im Harne der Tiere fast regelmibig Zucker und Milchsiure 
zu finden sind, deutet an, daB eine Hyperglykiimie bestanden 
hat, da die Durchlissigkeit der Niere fiir Zucker mit steigendem 
Zuckergehalte des Blutes wiachst (siehe weiter unten tber 
Kiltediabetes). 

Auch der Gesamtkohlenhydratgehalt des Harns wurde 
wiederholt gepriift und gefunden, daf derselbe unter normalen 
Verhiltnissen 0,35—0,52°/o betragt. Nach Udransky betrigt 
derselbe 0,075—0,35 und nach Luther im Mittel 0,23 °/o, wo- 
von jedoch nur 0,09°/o vergérungsfiihig sind. Somit gibt auch 
in diesem Falle die kolorimetrische Methode hodhere Werte. 


') Rubner, Die Wirkung kurz dauernder Biider und Duschen, Archiv 
f. Hygiene, Bd. XLVI, S. 390, 1903. 

2) Kiilz, Uber den KiuflufS der Abkiithlung auf den Glykogengehalt 
der Leber, Pfliigers Archiv, Bd. XXIV, S. 46, 1881. 

3) Araki, Uber die Bildung von Milchséure und Glykose im Harn, 
Diese Zeitschrift, 1892, Bd. XVI, S. 454 ff. — Béhm und Hoffmann, 
Beitrage zur Kenntnis des Kohlehydratstoffwechsels, Archiv f. experim. 
Pathologie u. Pharmakol., Bd. VIII, S. 302, 
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Durch Inversion des Harns steigt der Kohlenhydratgehalt 
um 12—16°/o. Dies deutet an, daf der Urin allenfalls gepaarte 
Glukuronséuren, Glykoproteide oder Polysaccharide wie Harn- 
dextrin oder Isomaltose!) enthalten kann. Niéheres iiber das 
Wesen dieser Zunahme an Kohlenhydrat durch Inversion? er- 
gibt sich aus meinen Mitteilungen in den Berichten der deut- 
schen chemischen Gesellschaft loc. cit. 


Beschreibung der Methode. 


Wie bereits erwihnt, besteht die kolorimetrische Blut- 
zuckerbestimmung darin, dai man das enteiweibte, vorher durch 
Verdiinnung mit Wasser lackfarben gemachte Blut gegen eine 
Karbskala, hergestellt aus 0,01 °/oiger Traubenzuckerlosung, ver- 
gleicht und daraus den Zuckergehalt berechnet. 

Die Farbstoffbildung geht nach Zusatz der Chemikalien 
leider nicht spontan vor sich, sondern sie tritt langsam unter 
Kinflu§8 des Luftsauerstoffs ein (Autoxydation). Der Blutzucker 
verhalt sich dabei anders als der reine Traubenzucker. Blut- 
zucker fiirbt sich viel rascher rot, man muB daher mit dem 
Vergleiche des Blutzuckers gegen die Skala warten, bis eine 
Kinstellung erfolgt ist, was 4 Stunden beansprucht. 

Diese Zeiten miissen genau eingehalten werden. Aus 
diesen und friiher angefiihrten Griinden eignet sich die Methode 
nicht zur Feststellung absoluter Traubenzuckerwerte, sondern 
zur Ermittlung relativer Kohlenhydratmengen in ausgefiihrter 
Weise. 

Erforderliche Apparatur. 


1 Dutzend Giaskélbchen nach Erlenmeyer mit weitem 
Halse und eingeschliffenem Glasstopsel. 90—100 ccm Kapazitit, 
32 mm lichte Halsweite. An einer Stelle Mattschliff zur Auf- 
nahme der Numerierung. 

1 Skalpell oder eine Lanzette mit Platiniridiumspitze. 

3 Dutzend genau gleichweite Glaszylinder von 140 mm 


1) Lemaire, Diese Zeitschrift, 1895, Bd. XXI, S. 444. 
2) Der zur Inversion verwandte Harn wurde vorher nicht mit Ent- 
eiweifungsmitteln behandelt. 
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Hohe, 31 mm Durchmesser und etwa 1!/2 mm Wandstarke. 
Unten flach. Dazu 3 Stative nach Art der Reagenzglasgestelle 
zur Aufnahme von je 12 Zylindern, mit Milchglasplatte als 
Unterlage. Jeder Zylinder oben eine mattgeschliffene Stelle zur 
Aufnahme der Bezeichnung. 

Je 2 Stiick 1, 2, 5, 10, 15 und 22 ccm Vollpipetten normal. 

Je 2 Stiick 1, 2, 5, 10 und 20 ccm !/10-cem Mohrsche 
Pipetten normal. 

Je 2 MeBkolben & 21, a 11, & 100 und 50 ccm. 

Je 2 Mefizylinder & 250 und 100 ccm. 

2 Dutzend gewOhnliche Erlenmeyerkolbchen mit weitem 
Hals, ca. 100 cem Inhalt. 

2 Dutzend kleine Glastrichter, 4 und 5 cm Durchmesser. 

Diverse K6lbchen verschiedener Grofe. 

Fertige Faltenfilter von 7—9 cm Durchmesser. 

1 Handwage und eine feine analytische Wage nebst Ge- 
wichtssatzen. 

Chemikalien. 


Eisenalaunlosung (30 g_ krystallisiertes Eisenalaun auf 
110 ccm destilliertes Wasser). 

Sodalésung 5,3 °/oig. 

para-Phenylhydrazinsulfosiure (Kahlbaum, Berlin). 

Traubenzucker chemisch rein. 

Ferricyankalium (rotes Blutlaugensalz). 

Natronlauge, rein, spezifisches Gewicht 1,40. 

Toluol. 

Collodium. 

Watte. 

Destilliertes Wasser. 


Blutentnahme. 


Die obenerwaéhnten numerierten, mit eingeschriebenem 
Glasstopfen versehenen, weithalsigen K6lbchen werden in trocke- 
nem Zustande fiir sich allein gewogen und das Gewicht ein 
fiir alle Male notiert, dann werden sie mit 15 cem destilliertem 
Wasser beschickt und unter der Vorsichtsmafregel, dafi kein 
Wasser zwischen den Glasstopfen hiangen bleibt, wiederum ge- 
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wogen. Darauf labt man 10 freifallende oder mindestens 15 ab- 
geschleuderte Tropfen z. B. durch Einstechen mit der sterili- 
sierten Platiniridjumnadel in die gereinigte Fingerspitze oder 
die Randvene des Kaninchenohres in das Kolbchen unter vor- 
sichtigem Umschiitteln einfallen, soda das Blut lackfarben wird. 
Kine abermalige Wigung ergibt das Blutgewicht (ca. 0,35—0,4 g) 
auf 4 Dezimalstellen genau. 

Bei vergleichenden Blutuntersuchungen verwende man 
moglichst gleiche Blutquantitiiten durch Tropfenzihlung, doch 
ist zu bemerken, daf freifallende Tropfen schwerer sind als 
abgestoBene. 

Die Blutentnahmestelle wird nach der Reinigung und dem 
Trocknen durch Toluol hyperémisch gemacht. Verwendung von 
Alkohol oder Ather empfiehlt sich deshalb nicht, weil beide 
Substanzen mit p-Phenylhydrazinsulfosiure Rotfirbungen geben 
und ‘Téiuschungen verursachen konnen. 

Die Wunde wird durch Collodium verschlossen. 


Enteiweibung des Blutes. 


Das gewogene, durch Auflésung in 15 ccm Wasser lack- 
farben gewordene Blut wird mit 1 ccm einer Eisenalaunlosung !) 
(30 g Eisenalaun werden in 110 ccm destilliertem Wasser ge- 
lést) 1—2 Minuten stehen gelassen und dann unter Umschiitteln 
langsam 2 ccm Sodaldsung (5,3 g reine calcinierte Soda?) ) 
werden in 80 cem Wasser gelist und nach erfolgter Liésung 
auf 100 cem Fliissigkeit mit destilliertem Wasser aufgefiillt) 
zugegeben. 

Ks bildet sich dann ein Niederschlag, der simtliches Eiweil 
enthiilt. (Eine Probe des Filtrates darf mit Ferrocyankalium 
und Essigsiiure keinen Niederschlag geben). Nach Zusatz der 
Soda muf die Fliissigkeit schwach alkalisch, zum mindesten 
neutral reagieren. Ist noch saure Reaktion vorhanden, mub 
noch Sodaljsung in bekannter Menge zugefiigt werden. Bei 
Einhaltung dieser Vorschrift ist dies jedoch nicht der Fall. 





') An Stelle der Eisenalaunlisung kann auch eine 10°/oige Zink- 
vitriollisung Verwendung finden. 

2) Die calcinierte Soda stellt man sich her durch Ausglithen von 
Natriumbicarbonat im Platintiegel. 
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Nach Sodazufuhr lift man 15 Minuten stehen. Inzwischen 
werden K6élbchen mit trockenen Faltenfiltern bereitgestellt und 
filtriert. Man verwende hierzu 100 ccm Erlenmeyerkoélbchen 
mit weitem Hals, da dieselben am leichtesten zu reinigen sind. 

Vom Filtrat werden 10 ccm in einen der Zylinder pipettiert 
und zum Vergleiche mit der Farbskala verwendet. 

Wir haben also abgewogen: 
etwa 15 cem destilliertes Wasser im 

Gewichte von 14,95 g 

10 Tropfen Blut Gewicht 0,35 g 0,35 » 

1 ccm Eisenlésung 1,00 » 

2 » Sodalosung 2.00 » 
Summe 18.30 ¢g oder cem. 

Davon wurden 10 cem zur Blutzuckerbestimmung ent- 


, , . 18,3 :; 
nommen. Der darin gefundene Zuckergehalt mul} mit 10” multi- 


pliziert werden, um den Zuckergehalt in 0,35 g Blut zu erhalten. 

(Fiir diese Berechnung ist es nicht notig, die Blutmenge 
auf 4 Dezimalen genau in Rechnung zu setzen, wohl aber fir die 
Umrechnung auf den Prozentgehalt des Blutes an Kohlenhydrat.) 


Standard-Traubenzuckerlésung. 0,01°%/oig. 

0.2 g reiner trockener Traubenzucker, der womdglich 
einige Tage vorher im Vakuumexsikkator tiber trockenem Chlor- 
calcium auf bewahrt worden ist, werden auf tariertem, schwarzem 
Glanzpapier auf der analytischen Wage abgewogen und vor- 
sichtig, wenn nétig mit Hilfe eines Haarpinsels, in einen 2 I- 
Me8kolben gebracht, in destilliertem Wasser gelést und auf 2 | 
aufgefiillt. Nach sorgfiltigem Mischen ist die LOsung zur Her- 
stellung der Farbskala gebrauchsfertig. Die Standardlésung ist 
nach meinen Beobachtungen 3 Wochen hindurch haltbar und 
liBt sich kein Riickgang durch allenfallsige Bakterienwirkung 
konstatieren. Die LOsung muf natiirlich in geschlossener Flasche 
aufbewahrt werden. 

Farbskala. 

In 16 Stiick der erwihnten Glaszylinder fiillt man 0,5, 

1,0, 1,5, 2,0 usw. bis 8,0 cem obiger Standardlésung mdglichst 
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genau ein und ergiinzt jeweils durch destilliertes Wasser auf 
10 ccm Fliissigkeit, sodafi man also 9,5, 9,0, 8,5, 8,0—2,0 cem 
Wasser zuzusetzen hat. 

In einen weiteren Zylinder fiillt man lediglich 10 ccm 
Wasser fiir den sogenannten Kontrollansatz, um sich zu iiber- 
zeugen, dafi die zur Verwendung gelangenden Reagenzien und 
die Laboratoriumsatmosphiare rein sind. 

Neben die so vorbereitete Farbskala setzt man jene Zy- 
linder, welche je 10 ccm des in frther beschriebener Weise 
enteiweiften Blutes enthalten. Beabsichtigt man z. B. 6—7 Blut- 
zuckeruntersuchungen durch Vergleich gegen dieselbe Skala 
durchzufiihren, so hat man 23—24 Zylinder mit je 10 ccm F'lissig- 
keit beschickt. Dazu kommt noch ein weiterer Ansatz, tiber 
dessen Zweck weiter unten berichtet wird, zusammen also 25. 

Pro Ansatz wiigt man nun 0,04 g para-Phenylhydrazin- 
sulfosiiure auf der Handwage ab, jedoch nicht einzeln, sondern 
insgesamt. In unserem Falle 0,04 *K 25 = 1,0 g. Diese suspen- 
diert man in etwas mehr als 2 * 25 z. B. in 52 ccm destilliertem 
Wasser und setzt zur Lésung 1 ccm Natronlange vom spezifischen 
Gewicht 1,4 hinzu. Von dieser Loésung, welche immer kurz 
vorher frisch bereitet sein mu, gibt man je 2 ccm, genau ab- 
gemessen, zu den oben besprochenen 25 Ansiitzen und gleich 
hinterher je 2 ccm Natronlauge spezifisches Gewicht 1,4. Hier- 
auf wird der Inhalt jeden Zylinders gut umgeschiittelt und das 
Schtitteln spiater zeitweise wiederholt. Versiumt man 
letzteres, so riskiert man, daf sich Oxydation des Farbstofis 
durch den Luftsauerstoff ungleichmaéfig vollzieht. Derselbe Mif- 
stand kann eintreten, wenn die Zylinder nicht gleiche Weite 
besitzen. 

Der Inhalt der Zylinder farbt sich nach kurzer Zeit all- 
mahlich rot. Jene Proben, welche enteiweiftes Blut enthalten, 
zeigen die Rotfiirbung friiher als die Traubenzuckerlisungen 
der Skala. Spéterhin holt jedoch der Traubenzucker den blut- 
zucker an Farbstirke ein. Nach 4 Stunden vergleicht man die 
Farbstirke des Blutzuckers mit derjenigen der Skala und notiert 
das Resultat. Zur besseren Unterscheidung beniitzt man weibes 
‘apier als Unterlage und wenn mdglich Nordlicht. Ohne be- 
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sondere Ubung kann man noch Farbstirken, die zwischen den 
Fiirbungen der Skala liegen, z. B. zwischen 3,0 und 3,5 ccm, 
somit 3,25 cem, schiitzen. 

Es ist zweckmiifiig, die Blutmengen so abzumessen, dab 
die auftretenden Fiirbungen zwischen 2,0 und 5,0 ecm der 
Skala fallen. 

Zuweilen, besonders bei unzureichender Enteiweifbung, 
sind die Blutzuckerfiirbungen etwas gelbstichiger als die Skala, 
dies erschwert natiirlich den Vergleich. In solchen Fiillen setzt 
man zu jedem Ansatz 2 ccm einer Ferricyankaliumldsung, welche 
0.3 g Ferricyankalium auf 53 ccm Wasser enthilt, dadurch 
schligt die Niiance der Fiirbungen in orangerot um. Der Ver- 
cleich erfolgt sofort nach Zusatz des Ferricyankaliums. Die 
oxydierende Wirkung des Ferricyankaliums ruft bei lingerem 
Stehen anderweitige Veriinderungen hervor, daher empfiehlt es 
sich, das Resultat sogleich abzulesen. 

Der Eisenalaun, sowie auch der Zinkvitriol, enthalten aus 
unbekannter Ursache meist eine geringe Menge sich rotfir- 
bender Substanz. Es ist zweckmibig, dieselbe quantitativ fest- 
zustellen, besonders weil dies ohne grobe Miihe geschehen kann, 
und den gefundenen Betrag von der Blutzucker-Traubenzucker- 
zahl in Abzug zu bringen. Zu diesem Zwecke werden 15,3 cem 
Wasser in ein Kolbchen pipettiert, dazu 1,0 ccm Eisenalaun- 
ljsung gegeben und das Eisen mit 2,0 eem Sodalésung gefiillt. 
Nach der Fiillung laft man ebensolange wie bei der Entei- 
weibung des Blutes d. h. 15 Minuten stehen und filtriert. Vom 
Filtrat gelangen gleichfalls 10 cem zur Untersuchung. 

Die Skala von 0,5 bis 8,0 cem einer 0,01 °/oigen Trauben- 
zuckerlosung gestattet, absolute Zuckermengen von 0,00005 bis 
0,00080 g in 10 ccm Filiissigkeit zu ermitteln. 

Bei einer Blutmenge von 0,4 g unter Verwendung von 
15,0 cem Wasser, 1 ccm Eisenalaunlisung, 2 cem Sodalésung 
umfafit die Skala Bluizuckermengen von 0,023 bis 0,368 °/o. 
Fiir die Untersuchung Diabetikerblutes reicht aber die Skala 
nicht aus, besonders da die Rotfirbung, welche auf Konto des 
Kisenalauns zu setzen ist, noch in Abzug gebracht werden mul. 
Man tut daher gut, in solchen Fiillen mehr Wasser, statt 
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15 ccm 30 ccm, oder weniger Blut zu verwenden. Da zwischen 
der Skala liegende Fiarbungen noch geschitzt werden kénnen, 
so gestattet die Methode, Unterschiede im Zuckergehalt von 
0,000025 g in 10 ccm Flissigkeit oder 0,0115 im Prozent- 
gehalt zu erkennen. 


Blutuntersuchungen. 


Prifung der Brauchbarkeit der Methode. 


Zur Priifung der Methode auf ihre Zuverliissigkeit habe 
ich meiner Fingerspitze in beschriebener Weise 9 Tropfen 
Blut im Gewichte von 0,3175 g entnommen und in 15 ccm 
Wasser aufgefangen. Zur Enteiweifung wurden 1,0 ccm Eisen- 
alaun und 1,7 eem Sodalésung 5,3 °/oig (neuerdings setze ich 
2,0 ccm Sodaldsung hinzu) verwendet, so dab zuziiglich 0,3 g 
Blut 18,0 cem Fliissigkeit durch ein trockenes Filter filtriert 
wurden, wovon 10,0 ccm Filtrat Verwendung fanden. 

Dieselben lieferten eine Rotfirbung, welche 3,8 ccm 
0,01 °/oiger Traubenzuckerlésung (zwischen 3,5 und 4,0 ccm) 
gleichkam. Davon sind in Abzug zu bringen 1,0 ccm, welche 
der Rotfiirbung des Eisenalauns zuzuschreiben sind, so dab 
noch 2,8 cem iibrig bleiben. 

10 ecem des enteiweibten Blutes enthalten somit 2,8 >< 
0,0001 g d. h. 0,00028 g Traubenzucker, 18,0 ccm enthalten 
0,000504 g, entsprechend dem Kohlenhydratgehalt von 0,3175 g 
Blut. Rechnen wir dies auf 100g Blut um, so erhalten wir 0,158 ° ». 

Aus derselben Wunde wurden 15 Tropfen Blut im Gewicht 
von 0,4012 ¢ in gleichfalls 15 cem Wasser aufgefangen. In 
gleicher Weise behandelt wie oben, entsprechen 10 ccm des 
Filtrats 4,5 ecm 0,01 °/oiger Traubenzuckerlésung. Davon gehen 
ab 1,0 cem fiir Eisenalaun. Den restierenden 3,5 ccm entsprechen 
0,157 °/o Traubenzucker. Die Differenz zwischen beiden Ana- 
lysen betriigt somit nur 0,001 °o. 

Weiter wurden 3 Untersuchungen ein und desselben 
Hammelblutes unternommen und absichtlich die Blutmenge ver- 
schieden gewiihlt. Es wurden gefunden: 
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{. In 0.5049 g Blut 0,079 °/o Blutzucker | 
2. » 0.4381 > » 0,097 %Jo , Mittel 0,094 °Jo.") 
3. » 0.9406 » » 0,108 °/o > | 
Die grofte Differenz betrigt somit 0,029°». Im allge- 
meinen sind die Differenzen jedoch nicht so grof). 
Untersuchungen am Kaninchen. 
4 Blutentnahmen aus dem Ohr innerhalb ca. 30 Minuten. 





|. 0,4398 g Blut enthielten 0,225 °/o Kohlenhydrate 

2. 0.9870 » » ; 0,209 °/o > Mittel 
3. 0,4508 »  » 0,216 °/o » 0,219 %o. 
:, 0,4563 > > , 0,229 %/o ' 


GréBte Differenz 0,020°/o bei 4 Analysen desselben Blutes. 
Lammblut vor und nach Zuckerzusatz (Schlachthausblut). 
0.4194 g Lammblut enthielten 0,112 °/o Zucker | Mittel 
0.4169 » . > 0.116%) » J 0,1149/o. 
Auf 100 ecm desselben Blutes wurden 0,1 °/o d. h. 0,105 g 
reiner Traubenzucker, gelést in 5 cem Wasser, zugefiigt und 
gut gemischt. Die Feststellung des nunmehrigen Zuckergehaltes 
ergab bei Verwendung 
von 0,5184 g Blut 0,203 ° 9 Traubenzucker | 
0.7952 » » 0,211 %Jo » | Mittel 0,204°/o. 
0,0121 >» » 0,199 %/o > | 
Es wurde somit von dem zugesetzten Traubenzucker im 
Mittel 0,09 °/o, im ungiinstigsten Falle 0,083, im giinstigen Falle 
0,099 °/o wiedergefunden. Fehler somit im Mittel 0,01 °/o. 
Aus diesen Resultaten schlieBe ich, dafi die Methode 
zur Mehrzahl der vorkommenden Blutuntersuchungen geeignet 
sein diirfte, besonders wenn es sich um vergleichende Unter- 
suchungen handelt. 
Untersuchungen iiber das glykolytische Ferment. 


3 Untersuchungen desselben Hammelblutes ergaben 
0.079, 0,095 und 0,108 °/o, im Mittel 0,094 °/o Kohlenhydrat. 


') Der niedrige Zuckergehalt mag vielleicht daher rihren, dafi das 
Blut mehrere Stunden der Wirkung des glykolytischen Ferments expo- 


niert war. 
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Dasselbe Blut wurde nach ca. 24stiindigem Stehen bei 
16—20° C. wiederum gepriift: 

1. Probe 0,059 °/o | 

2,» 0,038 J» f 


— 


Das Blut hatte somit um 0,046 °/o an Zuckergehalt ab- 


Mittel 0,048 °/o. 


genommen. 
Kalbsblut aus dem Schlachthause, noch in warmem Zu- 
stand zur Untersuchung verwendet: 
Irnhe ‘4 0/ 
: ei pine ie Mitel 0,161 %/o. 
Dasselbe Blut nach 24stiindigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur : 
1. Probe 0,036 °%/o 
0,027 °/o ¢ Mittel 0,031 °/o. 
0,030 °%/o | 
Abnahme innerhalb 24 Stunden 0,130 °%/o. 


) 
‘) 
“$B 


Das Kalbsblut zeigte somit eine viel stiirkere Abnahme 
als das Hammelblut. Der Unterschied ist jedenfalls darauf 
zuriickzufiihren, daS das Hammelblut lingere Zeit gestanden 
hat und vor der ersten Analyse schon der Wirkung des gly- 
kolytischen Fermentes anheimgefallen war. Der Endzucker- 
gehalt ist ziemlich gleich, 0,031 und 0,048 °/o. Der Anfangs- 
zuckergehalt zeigt einen wesentlichen Unterschied, 0,094 gegen 
0,161°/o. Um einen richtigen Vergleich zu erhalten, mtibte das 
Blut direkt vom Korper zur Untersuchung gelangen. 


Wirkung des glykolytischen Ferments bei 
Zuckerzusatz. 


Gehalt des verwendeten Lammblutes an natiirlichem Zucker 
0,114 °/o (Mittel aus 2 Proben). 

Dasselbe Blut nach Zusatz von 0,1 °/o Traubenzucker (auf 
100 eem Blut 0,105 g Traubenzucker in 5 ccm Wasser zugesetzt) 
bei sofortiger Untersuchung 0,204°/o Zucker (Mittel aus 3 Proben). 

Zuckergehalt nach 24stiindigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur: 
1. ohne Zuckerzusatz 0,024 °/o Kohlenhydratgehalt (1 Probe), 
2. mit 0,1°/o Zuckerzusatz 0,141 °/o Kohlenhydratgehalt. 
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Die nicht mit Zucker versetzte Probe hat demnach um 
0,090 °/o, die mit 0,1 °/o Zucker versetzte Probe 0,063 °/o an 
Zucker verloren. Es zeigt sich also, dab die Zuckerabnahme 
nicht proportional dem Zuckergehalt erfolgt. 


Alimentarer Diabetes. 
Versuche am menschlichen Korper. 


Korpergewicht der Versuchsperson 66 kg. 


1. Blutzuckergehalt morgens niichtern. . . . . . 0,156 %o, 
» ca. 1 Stunde nach einfachem 
Frihsttick « . . — . * . _ . . . . . . (), 1 5O 9 0, 


Blutzuckergehalt 1!/4 Stunde nach Aufnahme von 

125 g Traubenzucker in 200 ccm Wasser . . 0,164 °%/o. 

Hieraus ist ersichtlich, daB zur Zeit der Blutentnahme 
eine belangreiche Hyperglykiimie nicht bestand und die Leber 
beziiglich des GlykogenisierungsvermOégens den Anforderungen 
gewachsen war. Immerhin kénnte jedoch eine Hyperglykimie 
schon vor der Blutentnahme bestanden haben. Die Unter- 
suchung der zugehdrigen Harne lehrt aber, dafi eine belang- 
reiche Hyperglykiimie nicht vorhanden gewesen sein kann. 

1. Harn vor der Zuckeraufnahme, spezifisches Gewicht 
1,0256 bei 20° C. 

2. Harn 1!/4 Stunden nach der Zuckeraufnahme, spezifisches 
Gewicht 1,0240 bei 26° C. 


Verfahren zur Harnuntersuchung nach der kolorime- 
trischen Methode. ') 


20 ecem Harn wurden mit 1 cem EjisenalaunlOsung und 
2.5 cem Sodaldsung 5,3 °/oig unter Umschiitteln versetzt und 
nach 15 Minuten langem Stehen filtriert. Vom Filtrate wurden 
5ecem in ein MeSkélbchen von 50 ccm Inhalt gebracht und mit 
destilliertem Wasser auf 50 ccm aufgefiillt. Nach tiichtigem 
Umschiitteln wurde 1 ccm in einen Zylinder pipettiert und mit 
%9cem Wasser auf die iiblichen 10 ccm aufgefiillt. Die nach 
Zugabe der Reagenzien erzielte Rotfarbung entsprach 3,8 ccm 


1) Die Harnuntersuchung nach dieser Methode diirfte von Wert 
sein, wenn wenig Harn zur Verfiigung steht, z. B. bei Froschharn usw. 
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der Traubenzuckerskala. Ein Abzug auf Konto der Rotfirbung 
durch die Eisenl6sung ist in diesem Falle mit Riicksicht auf 
die enorme Verdiinnung tiberfliissig. 

Hieraus berechnen sich auf 100 cem Harn I 0,40°/o Kohlen- 
hydrat. 

In derselben Weise analysiert, enthielten 100 ccm des 
Harns II 0,51°/o Kohlenhydrat. 

Daraus geht hervor, dafB etwas Kohlenhydrat in den Harn 
iubergegangen ist, jedoch ist diese Quantitét nach Trommer 
oder Nylander nicht zu ermitteln. Eine leichte Hyperglykimie 
mag demnach, wie auch die Blutanalyse andeutete, bestanden 
haben, jedoch war sie sehr gering. 2. Versuch 2 Tage spiiter: 
160 g Traubenzucker wurden in 200 g Wasser geldst, zur 
Sterilisation auf den Siedepunkt erhitzt, auf 44° C. abgekiihlt 
und bei dieser Temperatur auf einmal ausgetrunken. 

Kine vor der Zuckeraufnahme entnommene Blutprobe. 
zeigte 0,148°/o Traubenzucker. Der vorher untersuchte Harn 
0,52°/o Kohlenhydrat. 

Das Blut hatte 1 Stunde und 10 Minuten nach der Zucker- 
zufuhr 0,207°/o0, die Erhéhung betrug daher 0,059°/o. Nach 
1/2 Stunden wurden 91 cem Harn II gelassen, der 0,89 bezw. 
0,80°/o Kohlenhydrat, im Mittel 0,84°/o, besab. Die Zunahme 
der Kohlenhydrate des Harns betrug somit 0,32°/o. Die Ge- 
samtmenge des ausgeschiedenen Zuckers in 91 ecm_ betrug 
somit 0,29 g. Kin dritter nach 3 Stunden gelassener Harn 
zeigte keine Zuckerreaktion, wahrend im Harn II sowohl nach 
Trommer als nach Nylander Zucker nachweisbar war, wenn 
auch das Reduktionsvermégen ziemlich gering war. Der Um- 
stand, dafi im dritten Harne kein Zucker mehr war, beweist, 
dafi die Glykogenisierung nach 1!/2 Stunden vollendet wurde. 

Der Ubersicht wegen seien die Resultate nochmals tabel- 
larisch zusammengestellt. 

Man sieht aus dieser Zusammenstellung, dab die 
Durchlissigkeit der Niere fiir Zucker nicht bei einem 
bestimmten Zuckergehalt des Blutes plétzlich ein- 
setzt, sondern dah mit steigendem Blutzuckergehalt 
der Zucker im Urine anwiichst. Es geht dies auch schon 
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daraus hervor, dai der normale Harn 0,02°/o Traubenzucker 
(loc. cit.) enthalt. 























Quantitat Blut- Blut- Zunahme} Kohle- | Kohle- | Zunahme 
des zucker- — zucker des hydrat des hydrat des des 
aufgenom-|gehalt vor nach der Zuckers [Harns vor Harns | Zuckers 
menen der Auf-, <Auf- im der Auf- nach der | im 
Zuckers nahme | nahme Blute nahme Aufnahme Harn 
g %/o Jo Jo %/o 9 %o 

| | | 
125 0,150 | 0,164 | 0.014 O40 | O51 | OI 
160 0,148 0.207 | 0,039 0.52 O84 | 0,32 








Versuche am Hund. 

An einer 10 kg schweren Hiindin wurden gleichfalls Ver- 
suche zur Erzeugung alimentirer Glykosurie vorgenommen: 

Der normale Blutzuckergehalt betrug 0,126°/o (Mittel aus 
6 Analysen). Das Blut wurde mittels einer Luerschen Spritze 
aus der Beinvene entnommen, bequemer kann jedoch das Ohr 
benttzt werden. 

11/4 Stunde nach Aufnahme von 100 ¢ Traubenzucker 
in 150 cem Wasser (insgesamt 205 ccm) war der Blutzucker- 
gehalt 0,313 °/o0, wobei sich Polyurie und Glykosurie einstellte. 
Die Zunahme des Blutzuckergehaltes betrug somit O0,187°/o. 

Versuche an Kaninchen. 

Ein Kaninchen im Gewichte von 3170 ¢ hatte vor dem 
Versuch 0,205°/o Blutzucker. Nach Aufnahme von 45 g Trauben- 
zucker in 70 ccm Wasser stieg der Blutzucker innerhalb einer 
Stunde auf 0,318°/o an. Somit eine Zunahme von 0,115 °/o. 

Ein anderes kleineres Kaninchen (Gewicht unbekannt) hatte 
vor der Zuckergabe 0,231 °/o Blutzucker, der durch 40 g Trauben- 
zucker in 60 cem Wasser nach einer Stunde auf 0,389 9/o 
hinaufging. Zunahme 0,158°/o. In beiden Fallen war Polyurie 
und Glykosurie vorhanden. 


Phloridzindiabetes. 
Die Versuche wurden nur an einem Kaninchen im Ge- 
wichte von 3450 g durchgefiihrt. Bekanntlich sind die Pflanzen- 
fresser gegen Phloridzin wenig empfindlich. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. LXVIL 15 
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1. Versuch. 
Blutzuckergehalt vor der Phloridzinaufnahme. . . 0,211 °/o, 
slutzuckergehalt nach Aufnahme von 2 g Phloridzin 
suspendiert in Wasser ....... ~ 0,223°/o, 
Im Harne kein Zucker. 
2. Versuch. 
Blutzucker vor der Phloridzingabe . . .. . . . 0,254°/o, 
Blutzucker 2 Stunden nach 6g Phloridzin . . .  0,241°%/o. 
Im ersten Urin, 2 Stunden nach dem Phloridzin, geringe 
Mengen reduzierender Substanz. Der zweite Urin 24 Stunden 
nachher enthielt 1,60°/o Zucker.1) Die Gesamtmenge des 
Urins 165 cem enthielt somit 2,64 g Zucker. Be- 
merkenswert ist, daB in der aufgenommenen Phlorid- 
zinmenge 2,5 g Zucker enthalten sind. Es wurde also 
nur Phloridzinzucker ausgeschieden, denn der dritte 
Urin nach 72 Stunden war gelatin6és, reagierte sauer und 
enthielt keinen Zucker. Er gab keine Eiweifreaktion, wohl 
aber mit Phosphorwolframsiiure eine dicke Fallung. 


Warmeregulation und Kaltediabetes. 
1. Chemische Warmeregulation. 

Wie schon eingangs erwiihnt, lafbt sich die Regulation 
der Kérperwiirme nach sehr starker Abktihlung am Kaninchen 
durch Zunahme des Gehaltes des Blutes an Traubenzucker 
nachweisen. 

Die gréBten Ausschlige habe ich bei jungen Kaninchen 
beobachtet. Fette, groBe Kaninchen geben bei derselben Art 
der Abkiihlung geringe Ausschliige, die manchmal in die Fehler- 
grenze der Methode fielen. Die kleinen Tiere wurden gegeniiber 
den gr6éBeren im Verhiiltnis viel stirker abgekiihlt. Auch der 
Zeitpunkt der Blutentnahme mag von Bedeutung sein. 

Bei den kleinen Tieren waren die Ohren nach dem Bade 
so sehr aniimisch, daB die in der Mitte des Ohres befindliche 
grobere Arterie geOffnet werden mute, um die zur Untersuchung 
notige Blutmenge zu erhalten. 

Der Ubersichtlichkeit wegen gebe ich die gefundenen 
Resultate in Form einer Taballe wieder. 


') Bestimmt nach Lohnstein und polarimetrisch. 
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2. Kiltediabetes.') 


Wie bereits hervorgehoben, sind die Nieren fiir Trauben- 
zucker unter physiologischen Verhiiltnissen nicht vollkommen 
undurchlassig. Die Durchlissigkeit steigt mit Zunahme des 
Blutzuckergehaltes. Ein hoher Zuckergehalt im Urin laBt also 
auf eine hochgradige Hyperglykiimie schlieBen, wie ich durch 
Harn- und Blutuntersuchungen bei alimentiirer Glykosurie und 
bei Diabetikern nachgewiesen habe. 

Bekanntlich nimmt die Verbrennung der Nahrungsstoffe 
im tierischen Organismus, einem allgemein giiltigen chemischen 
Gesetze folgend, mit zunehmender Temperatur zu und mit 
fallender Temperatur ab. Bei den Warmblitern kommt die 
erworbene Eigenschaft hinzu, durch gesteigerten Stoffwechsel 
(Hyperglykiimie) die Temperatur konstant zu erhalten. 

Ist durch die beginnende Abkiihlung eines homoiothermen 
Organismus die chemische Warmeregulation durch Hyperglykémie 
eingeleitet und wird der Organismus so rapid und tief abge- 
kiihlt, dafi die Verbrennung und damit auch der Gaswechse! 
in den Lungen, anstatt zuzunehmen, ein geringerer?) wird, so 
besteht die Hyperglykiimie liingere Zeit, folglich mu8 ein Teil 
des Blutzuckers in den Harn tbertreten. 

Die untenstehende, aus der zitierten Pfltigerschen Ab- 
handlung entnommene Tabelle zeigt den Verlauf des Gasstoff- 
wechsels beim Kaninchen in etwa gleichmaSigen Zeitraumen 
bei verschiedenen Temperaturen. 

Besser noch lassen sich die Gasstoffwechselprozesse aus 
den Kurven ( Sauerstoffkurve, —..... Kohlenséurekurve)} 
erkennen, welche ich nach den Pfliigerschen Unterlagen kon- 
struiert habe. 

Auf der Ordinate sind die Zeiten (je 20 Minuten) in 
gleichen Abstiinden mit der zugehdrigen Temperatur, auf der 
Abszisse die Werte fiir Kohlensiiure und Sauerstoff aufgetragen. 
Es resultieren durch Verbindung der aufgetragenen Punkte zwei 





') Pfliger, Das Glykogen und seine Beziehungen zur Zucker- 
krankheit, Bonn 1905, S. 528. 
?) Pfliiger, Arch. d. ges. Physiologie, Bd. XVIII, S. 324 (1878) 
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im wesentlichen konform verlaufende Kurven mit den _ ge- 

schilderten Merkmalen. 

8  —_ a) 
| | Sauerstoffverbrauch| Kohlensiureabgabe 

XXIV. | Nr. | pro kg und Stunde | pro kg und Stunde 





Temperatur des 


| Tieres im Rektum 








| in ccm | in ccm 

1 798 | 704 | von 37,8—38,8 
2 | 771 | 634 | 38,8 

3 | 884 882 | 38,8—25,6 
4 | 588 519 | 25,6—21,4 
5 | 486 539 | 214 

6 | 648 | 542 | 21,4 26.5 
7 | 820) | 756 | 26,5— 32.6 
8 | 707 | 715 | 32, 6—35,6 
9 667 | 617 | 35,6 —36,8 





—- 








20 Minuten | 
7 


73 388 BS 256 16 26 265 26 S56. SOR 


Wahrend bei beginnender Abkiihlung eine bedeutende 
Steigernng der Verbrennung sich bemerkbar macht, ist beim 
hiickgange der Temperatur auf 21,4° (nach Quinquand schon 
bei 30°) eine bedeutende Abnahme des Gasstoffwechsels zu 
beobachten.!) Bei idhnlich niedrigen Temperaturen (26° C.) 
erzielte daher Araki (loc. cit.) die Erscheinung des Kaltediabetes. 


1) Quinquand, De l’action du froid sur l’organisme animal vivant, 
Compt. rend., Bd. CIV, 22, S. 1542; Zentralblatt fiir Physiologie, 1887, 


S. 4382/3: 


et FI 
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Es scheint mir daher erwiesen, daB der Kaltediabetes 
ein auf die chemische Wirmeregulation zuriickzufiihrender Vor- 
gang ist. Er tritt ein, sobald der zur Regulierung der Tem- 
peratur aus dem Glykogendepot mobil gemachte Traubenzucker 
durch exzessiv niedrige Koérperwarme nicht mehr zur Ver- 
brennung gelangen kann. 

Da bei den Kaltbliitern die chemische Wiarmeregulation 
wegfillt, tritt natiirlich beim poikilothermen Organismus die 
analoge Erscheinung der Glykosurie erst bei so niedrigen Tem- 
peraturen auf, bei welchen sonst jedes organische Leben aut- 
zuhoren pflegt!) (—5 bis —12° C.), wenn sich der Zucker im 
Blute durch die minimale Verbrennung bei anhaltend niedriger 
Temperatur angereichert hat. 

Der Verlauf der Wirmeregulation beim Warmbliiter er- 
scheint paradox. Nach der fiir Kalt- und Warmbliiter giiltigen 
Regel nimmt der Stoffwechsel mit fallender Temperatur ab, 
wahrend er beim Warmbliiter nach Abkiihlung, somit durch die 
gleiche Ursache, wiederum zu einer Temperatursteigerung fiihren 
soll. Von chemischen Gesichtspunkten laft sich dieser Wider- 
spruch nur dadurch erkliren, dafi alle chemischen Vorginge 
in konzentrierterer Losung, in diesem Falle also bei Hyper- 
glykiimie, innerhalb nicht zu grofer Temperaturschwankungen 
energischer verlaufen, wie wenn die Reagenzien in diinnerer 
LOsung aufeinander einwirken. 





‘) M. Loewit, Kialtediabetes beim Frosche, Zentralbl. f. Physio- 
logie, Bd. XXI, S. 873. 




















Zur Kenntnis des Tyrosinabbaus in der kiinstlich durch- 
bluteten Leber. 
Von 


Dr. Otto Neubauer und Dr. Walter GroB. 





Mit einer Abbildung im Text, 


(Aus der II. medizinischen Klinik in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Juni 1910.) 


Die Untersuchungen der letzten Jahre haben gelehrt, dab 
die Aminosduren der Eiweifkérper im Organismus itiber die 
Stufe der um 1 C-Atom irmeren Fettsiéuren abgebaut werden. ') 
Als erster Schritt bei diesem Abbau ist mit grofer Wahrschein- 
lichkeit die Abspaltung des Stickstoffs in Form von Ammoniak 
anzusehen (Desaminierung). Wihrend man bisher als Produkt 
dieser Desaminierung die der Aminosiéure entsprechende Al- 
koholsaéure (Oxysiure) betrachtete, hat der eine von uns die 
Anschauung vertreten, dai die Desaminierung der Aminosiiuren 
im Organismus zum Auftreten der entsprechenden Keton- 
sduren fthre.?) Diese Ansicht stiitzte sich unter anderem auf 
Krfahrungen, welche sich bei der Verabreichung verschiedener 
Abkémmlinge des Tyrosins bei einem an Alkaptonurie leidenden 
Manne ergaben: wiihrend die dem Tyrosin entsprechende Keton- 
sdure, die p- Oxyphenylbrenztraubensiure 

HO. C,H, — CH, — CO — COOH 
ebenso wie Tyrosin selbst eine Vermehrung der Alkapton- 
ausscheidung bewirkte, war die entsprechende Alkoholsiure, 
die p-Oxyphenyl-o-milchsaure 
HO - C,H, — CH, — CHOH — COOH 
ohne jeden Einfluf. Daraus konnte geschlossen werden, dal 


* Literatur s. bei Otto Neubauer, Deutsch. Arch. f. klin. Med., 
Bd. XCV, S. 220 (1909). 
2) Ebenda, S. 241. 
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die Alkoholsiiure als Zwischenprodukt beim Tyrosinabbau nicht 
in Betracht kommt, wohl aber die Ketonséure. Dieser Schluf 
gilt zuniichst nur fiir den Abbau des Tyrosins zur Homogentisin- 
siiure, wie er beim Alkaptonuriker als sicher erwiesen gelten 
kann; eine Ubertragung auf den Tyrosinabbau im normalen 
Organismus erscheint nur in dem Falle begriindet, dafh die Stoff- 
wechselstOrung bei der Alkaptonurie als eine einfache Hem- 
mung des normalen Stoffwechsels aufgefabt werden darf. Wenn 
sich nun auch fiir diese Auffassung von dem Wesen der Al- 
kaptonurie eine Reihe von guten Griinden anfiihren lassen, so 
ist es doch bisher noch nicht méglich gewesen, absolut sichere 
Beweise fiir sie beizubringen. Es war daher wiinschenswert, 
die in den Untersuchungen beim Alkaptonuriker gewonnene 
Ansicht, dab nicht die p-Oxyphenylmilchsaure, wahrscheinlich 
aber die p-Oxyphenylbrenztraubensiure als Desaminierungs- 
produkt des Tyrosins entsteht, auf einem anderen, von der 
Alkaptonurie ganz unabhiingigen Weg zu priifen. 

Das wurde ermoglicht durch die von Embden begrtindete 
Methode der Untersuchung der Acetonbildung in tiberlebend 
gehaltenen Organen. Embden und seine Mitarbeiter!) haben 
gezeigt, daf die kiinstlich (mit Rinderblut) durchblutete Hunde- 
leber geringe Mengen von Aceton (resp. Acetessigsaure) bildet, 
und daf diese Acetonbildung durch Zusatz bestimmter Sub- 
stanzen, unter anderen auch der aromatischen Aminosiiuren 
Phenylalanin und Tyrosin, so bedeutend gesteigert werden kann, 
dafi man zu dem Schlu8 berechtigt ist, daB diese Substanzen 
von der Leber zu Aceton (resp. Acetessigsaure) abgebaut werden. 
Es ist nun klar, dab alle Zwischenprodukte, die bei diesem 
Abbau der aromatischen Aminosiiuren auftreten, im Durch- 
blutungsversuch ebenfalls eine Acetonvermehrung bewirken 
miissen, wiihrend anderseits Substanzen, deren Zusatz zu keiner 
vermehrten Acetonbildung fiihrt, bei der Frage nach den inter- 
mediiiren Produkten beim Abbau der aromatischen Amino- 
siiuren nicht weiter in Frage kommen. 

') Almagia und Embden, Hofmeisters Beitr., Bd. VI, S. 59 


(1904). — Embden und Kalberlah, ebenda, Bd. VIII, S. 1 (1906). — 
Embden, Salomon und Schmidt, ebenda, S. 9. 
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Von dieser Uberlegung ausgehend haben Embden, Sa- 
iomonund Schmidt!) Durchblutungsversuche auch mit Homo- 
ventisinsaure angestellt; sie erhielten eine betriichtliche 
Steigerung der Acetonbildung; diese Tatsache ist geeignet, die 
Vorstellung, dafi die Homogentisinsiiure auch beim Normalen 
als intermediires Abbauprodukt der aromatischen Aminosiiuren 
entsteht, wesentlich zu_ stiitzen. 

Embden, Salomon und Schmidt haben ferner ihre 
Versuche auch auf eine Substanz ausgedehnt, welche — da 
sie beim Alkaptonuriker nach den Untersuchungen von Neu- 
bauer und Falta?) in Alkapton tibergeht, vom normalen Tier 
volistindig verbrannt wird (Knoop*)) — als Zwischenprodukt 
beim Ubergang des Phenylalanins in Homogentisinsiiure auf- 
cefabt werden kann, auf die Phenyl-a-Milchsiure 

C,H, — CH, — CHOH — COOH. 

Da auch diese Substanz, im Gegensatz zu anderen iihnlichen 
aromatischen Sduren (Phenylpropionséure, Phenyl-B-Milchsiiure) 
im Durehblutungsversuch Aceton lieferte, so ergab sich also 
ein vollkommener Parallelismus mit den Resultaten von Neu- 
bauer und Falta und denen von Knoop: diejenigen aroma- 
tischen Séuren, die beim Alkaptonuriker eine Alkaptonver- 
mehrung bewirken, sind im normalen Organismus glatt ver- 
brennbar und liefern bei den Durchblutungsversuchen als End- 
produkt Aceton. 

Nachdem nun die eingangs erwahnten Versuche des einen 
von uns gelehrt hatten, dafi die entsprechenden Abkémmlinge 
des Tyrosins sich beim Alkaptonuriker etwas anders ver- 
halten wie die des Phenylalanins, indem nur die Ketonsiure, 
nicht aber die Alkoholséiure eine Vermehrung der Alkapton- 
korper bewirkt, erschien es von Interesse, auch diese Siiuren 
auf ihre Fahigkeit zu priifen, beim Durchleiten durch die iiber- 
lebende Leber in Aceion tiberzugehen. 


1) Embden und Schmidt, a.a. O. S. 33. 


2?) Neubauer und Falta, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 96 (1904). 
5) Knoop, Der Abbau d. aromat. Fettsiuren im Tierkérper, Hab.- 
Schrift, Freiburg 1904. 
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Die Methodik unserer Versuche schloB sich im wesent- 
lichen der Embdens und seiner Mitarbeiter an. 

Auch wir stellten die Untersuchungen an Hundelebern 
an. Zur Durchblutung verwendeten wir aber nicht Rinder- 
blut, sondern Hundeblut, und zwar regelmifig das durch 
Schlagen defibrinierte und mit Ringerlésung verdiinnte Blut 
desselben Tieres, von dem die Leber stammte; wir glauben 
so unter natiirlicheren Bedingungen gearbeitet zu haben, als 
bei Verwendung eines artfremden Blutes. Um recht gut ver- 
gleichbare Verhiiltnisse zu haben, haben wir ferner darauf ge- 
achtet, dai das Verhiltnis des Lebergewichtes zur Menge der 
DurchstrOmungsfliissigkeit in allen Fiillen das gleiche war: wir 
nahmen immer eine dem Gewichte der Leber gleiche Blutmenge 
und verdiinnten sie mit Ringerlésung und mit der Losung der 
zu priifenden Substanz genau auf das 3fache. 

Der Durchblutungsapparat, dessen wir uns bedienten, 
wich im Prinzip nicht wesentlich von den Apparaten ab, wie 
sie von anderen Autoren fiir iihnliche Zwecke angegeben worden 
sind; im einzelnen haben wir allerdings eine Reihe von Ver- 
iinderungen und Modifikationen vorgenommen, die sich uns beim 
praktischen Gebrauch gut bewiihrt haben, und welche es recht- 
fertigen diirften, wenn wir unser Modell genauer beschreiben. 

Als Triebkraft fiir den Apparat stand uns ein auf einem 
etwa 40 cm hohen Tischchen montierter Elektromotor (*/6 PS) 
zur Verfiigung; er drehte eine Achse, an der eine exzentrische 
Scheibe E derart befestigt war, dafi der Grad ihrer Exzentrizitat 
mittels eines Schlitzes und einer Schraube verschieden ein- 
gestellt werden konnte. Die exzentrische Scheibe driickt bei 
ihren Umdrehungen rhythmisch auf eine Klappe K (ein vier- 
eckiges, an der einen Kante mittels eines Scharniers auf der 
Tischplatte beweglich angebrachtes Brettchen). Unter dieser 
Klappe liegt das «Herz» des Apparates, ein einfacher, iiberall 
kiiuflicher Gummi-Klysopomp (H) mit 2 Bleiventilen,!) die so 


') Die Vorteile der Gummi-Klysopompe fiir diesen Zweck hat der 
eine von uns bereits vor Jahren in einer im Prager pharmakologischen 
Institut unter Leitung von Herrn Prof. J. Pohl durchgefiihrten Versuchs- 


reihe erprobt. 
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angeordnet sind, dai bei Kompression des Gummiballons durch 
Exzenter und Klappe die Durchstrémungsfliissigkeit durch das 
eine (<arterielle») Ventil in das Organ hineingepreft wird, 
wahrend beim Nachlassen der Kompression durch das andere 
(<vendse») Ventil Blut aus einem Vorratsgefail (B, s. unten) 
in den Gummiballon einstrémt. 
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Durch verschiedene Einstellung der exzentrischen Scheibe 
liBt sich die Kompression des Ballons H und damit das «Schlag- 
volumen», durch Verinderung der Umdrehungsgeschwindigkeit 
des Motors die «Pulsfrequenz» regulieren. 

Das zu durchblutende Organ liegt in einer Glasschale, die 
in einem auf Korpertemperatur eingestellten Thermostaten A (als 
solcher wurde ein «Sterilisator fiir Blutserum nach Koch» ver- 
wendet) sich befindet. Der Thermostat ist oben durch eine 
Glasplatte mit 2 Léchern (ftir die Zu- und Ableitung des Blutes), 
nach Bedarf auch noch mit einer Filzplatte abgedeckt. 

Zwischen Organ und Herz ist ein einfaches Queck- 
silbermanometer (M) eingeschaltet, ferner unmittelbar vor 
dem Organ ein Luftfanger (L), der dazu dient, etwa in 
das System eingedrungene Luftblasen abzufangen und so Luft- 
embolien zu vermeiden. Er besteht aus einer ca. 15 cm 
langen, 2 cm weiten Glasrohre, die unten in 2 steil nach ab- 
wiirts gerichtete Schenkel auslauft ; der eine dieser Schenkel (a,) 
steht durch den Gummischlauch a mit dem Herzen in Verbindung 
und erhiilt auf diesem Wege Blut; der andere Schenkel (a,) 
fiihrt den Blutstrom durch einen Gummischlauch mit Klemme 
und Kaniile weiter in das Organ. Oben ist der Luftfiinger mit 
einem doppelt durchbohrten Gummischlauch geschlossen; durch 
die eine Bohrung ist ein Thermometer bis ganz nahe auf den 
Boden der Glasréhre gefiihrt und gestattet so, die Temperatur 
des Blutes unmittelbar vor dem EinstrOmen in das Organ zu 
kontrollieren, durch die zweite Bohrung geht eine zweimal recht- 
winklig gebogene Glasréhre mit Gummischlauch und Klemme (a,), 
die dazu dient, die durch den Luftfanger abgefangene Luft 
nach auben abzulassen. (Wahrend der DurchstrO6mung ist diese 
Klemme geschlossen; sind Luftblasen in den Luftfanger ein- 
getreten, so kénnen sie abgelassen werden, indem man den 
Motor abstellt, die Klemme des Schlauches a, schlieft, a, 
Offnet und nun durch vorsichtige Kompression des «Herzens» 
mit der Hand die Luft durch a, heraustreibt; nach Schliefen 
von a, und Offnen von a, kann dann die Durchstrémung ihren 
Fortgang nehmen.) 

Thermostat mit Organ, Manometer und der an einem Stativ 
angebrachte Luftfiinger stehen auf einem ca. 1 m hohen Tische. 
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Das aus dem Organ abflieBende blut flieSt der Schwere 
folgend durch eine Kaniile und den Schlauch v in das Sammel- 
cefiB B. Als Sammelgefiib dient eine ca.21 fassende W oulffsche 
Klasche mit einem seitlich knapp tiber dem Boden angebrachten 
und 3 oberen Tubussen. 

Sie steht in einem grofen Blechtopf, der als Wasser- 
bad (40°) dient, und der ebenfalls einen seitlichen Tubus hat, 
der dem der Woulffschen Flasche entspricht:; in beiden Tuben 
stecken Gummistopfen, welche eine Glasréhre aufnehmen, 
die durch einen anschliebenden mit einer Klemme armierten 
Schlauch (vp) das Abflieben des Blutes in das Herz vermittelt: 
eine Abzweigung mit Klemme (n) gestattet jederzeit Blutproben 
zu entnehmen. 

Von den oberen 3 Tubussen der W oulffschen Flasche dient 
der eine zum Kinstecken eines Thermometers, die beiden anderen 
fiir die beiden Schaumfiinger C und D. Der Schaumfanger C 
dient gleichzeitig zur Vervollkommnung der Arterialisierung : 
er besteht aus einer ca. 35 cm langen, 5 cm weiten Glasrohre, 
in welcher mehrere siebartig durchbrochene Porzellanplatten 
(als «Filtrierplattennach Witt» kéuflich) durch kurze Glasrohren- 
stiicke tiber einander aufgestellt sind. Unten ist die GlasrOhre 
stark verjiingt und steckt in dem 2. Tubus der Woulffschen 
l‘lasche; durch einen unmittelbar oberhalb der Verjiingung an- 
gebrachten seitlichen Ansatz stromt das Blut aus dem Organ 
ein; durch ein einmiindendes Glasrohr (s) ist diesem Blut aus 
einer Sauerstoffbombe mit Reduzierventil ein genau regulier- 
barer Strom von Sauerstoff zugeftihrt worden: von der Ein- 
miindungsstelle dieses Glasrohres bis c flieSt das Blut mit 
Q-bBlasen gemischt und wird dadurch arterialisiert; die ge- 
bildeten Schaumblasen steigen durch die Porzellanplatten des 
Schaumfiingers, die zweckmiibig mit etwas fliissigem Paraffin 
eingefettet sind, in die HGhe und werden so gebrochen. Weil 
aber dieser Schaumfiinger bei reichlichem ZustrOmen von Sauer- 
stoff nicht immer geniigt, so ist auf den dritten Tubus der 
W oulffschen Flasche ein zweiter, einfacher gebauter Schaum- 
finger (D) aufgesetzt, eine Réhre mit kugelfirmigen Erweite- 
rungen, die oben durch einen Gummistopfen mit Glasrohre, 
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Schlauch und Klemme armiert ist; durch Regulierung der Klemme 
kann man einen mehr weniger grofen Teil der entweichenden 


‘ 


Luft auch hier austreten lassen und so den Schaumfiinger C 
entlasten. 

Die Versuche gestalteten sich kurz folgendermafen: Der 
Hund wurde durch subcutane Morphiuminjektion betaéubt, eine 
geniigende Blutmenge aus der art. carotis oder femoralis ent- 
nommen, das Blut durch Schlagen und Durchgiefen durch Gaze- 
stoff defibriniert und im Verhiltnis 1:2 mit Ringerscher 
Losung und der Lésung der zu priifenden Substanz verdiinnt; 
von dieser Durchstrémungsfliissigkeit wurde etwas mehr als das 
Dreifache des Lebergewichtes abgemessen und damit der Apparat 
gefiillt. Mittlerweile war die Leber aus dem Tier rasch heraus- 
genommen und ihr Gewicht bestimmt worden; in ihre Gefiibe 
(v. portae und v. cava) wurden Glaskaniilen eingebunden, das 
untere Ende der v. cava und das oment. minus durch Ligaturen 
abgebunden, und das Organ in den kiinstlichen Kreislauf ein- 
geschaltet; nachdem die Zirkulation einige Minuten in Gang 
gewesen war, wurde der Uberschu8 an Durchstrémungsfliissig- 
keit (iiber das Dreifache des Lebergewichtes hinaus) durch 
den Schlauch n entnommen; er diente zur Bestimmung des 
Acetongehaltes vor der Durchstr6mung. Wir lieben dieses 
Kontrollblut absichtlich erst einige Male die Leber passieren, 
damit eine gleichmiifige Mischung mit dem in den Lebergefafen 
zuriickgebliebenen Blut erreicht wurde. Es gelingt nicht schwer, 
so rasch zu arbeiten, da ungefiihr 10 Minuten nach dem Tode 
des Tieres die Durchstr6mung beginnt. Von grofem Vorteil 
erweist sich dabei der Luftfanger, der erlaubt, die Luft ent- 
haltende arterielle Kaniile sofort mit dem Schlauch zu_ ver- 
binden; die Luftblasen steigen dann in dem steilen Schenkel a, 
riickliiufig nach oben. Die DurchstrOmungen wurden genau 
4) Minuten lang fortgefiihrt und verliefen, von Unterschieden 
in der Vollkommenheit der Arterialisation abgesehen, alle sehr 
gleichmiibig und ohne St6rung. Vor allem beobachteten wir 
nie Schwierigkeiten durch Ansteigen des Widerstandes in dem 
Organe, was wohl auf Verwendung des artgleichen Blutes zuriick- 
zufiihren ist. Das hellrot einstrOmende Blut verlief die Leber 
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immer tief dunkelrot, obwohl mehrmals vorgenommene Bestim- 
mungen zeigten, dafi auf 100 g Leber berechnet durchschnitt- 
ich 75 cem Blut in der Minute aus der Leber ausstrémten, 
was den Verhiltnissen im lebenden Organismus etwa_ ent- 
-prechen diirfte. ') 

Bei den Acetonbestimmungen hielten wir uns an die 
Angaben von Embden. Mit Riicksicht auf die Verdiinnung 
des Blutes mit Ringerlosung wurde 1 Vol. Durchstrémungs- 
‘liissigkeit mit 1.2 Vol. 3 °/oiger Salzsiiure und ! 2 Vol. konzen- 
irierter HgCl,-Losung gefiillt, filtriert und ein aliquoter Teil des 
‘iltrates destilliert: in dem Destillat bestimmten wir das Aceton 
nach Messinger-Huppert. Es wurden immer Doppelbestim- 
mungen gemacht. Auf getrennte Aceton- und Acetessigsiure- 
bestimmungen haben wir verzichtet, da bei unserer Frage- 
stellung nur die Gesamtmenge der neugebildeten Substanz von 
bedeutung war: deshalb ist oben auch immer nur kurz von 
Aceton» die Rede. 

Die Darstellung der verwendeten p-Oxyphenylbrenz- 
traubensaure erfolgte durch Kondensation von p-Oxybenzaldehyd 
mit Hippursaéure und Spaltung des Kondensationsproduktes; ?) 
die p-Oxyphenyl-a-Milchsiure wurde aus der p-Oxyphenylbrenz- 
traubensaiure durch Reduktion mit etwas mehr als der be- 
rechneten Menge Natriumamalgam in der Kiilte, Ansiiuern und 
ixtraktion mit Ather gewonnen; fiir die Versuche wurde ein 
aus Wasser umkrystallisiertes Priparat verwendet. Schmelz- 
punkt lufttrocken 115° (unkorr.), wasserfrei 140°. 


Die Resultate der Versuche sind in folgender Tabelle 
zusammengestellt. 

Aus der Tabelle ergibt sich: 

1. daf in den Kontrollversuchen — ohne Zusatz einer 
Substanz — wiihrend der 1!/2 Stunden wihrenden Durchblutung 


1) S. Salaskin, Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 460 (1898). Aus 
len hier angegebenen Werten Becks laft sich berechnen, dai durch 
100 g Lebersubstanz in 1 Minute 69,5 ccm Pfortaderblut durchstrémen. 

2) Neubauer, a. a. O. S. 229. 
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Aceton in mg, bezogen 

— auf 1 | Durchstrémungs- 

Gewicht in g Sieniakait : 
iissigkel 

= '/s | Blut = '/s kg Leber 


des Tieres der Leber] vorher nachher Zunahme 





Versuche ohne I. 9100 268 16.9 33.8 16.9 
Zusatz lH. | 15000 497 10,4 | 259 15.5 
Versuche mit Zusatz I. 10200 260 32.1 98,7 66.6 


von 2 g p-Oxyphenyl- 


a Il. 20 100 D47 32.7 78.7 46.0 
brenztraubensiure, 

neutralisiert ITI. 11100 430 26,7 | 87,8 61.1 
Versuche mit Zusatz |. | 17750 600 10.8 22 4. 11.6 
’ 9 or - y s Tie 
von2 gp-Oxyphenyl- 7 | gq 500 97 27.0 17.3 

milchsiure, 

IIT. 18200 — 6.6 28.2 21.6 


neutralisiert 








eine Vermehrung des Acetongehaltes der DurchstrOmungsfltissig- 
keit eingetreten ist: es entspricht das vollkommen den Er- 
fahrungen von Embden und seinen Mitarbeitern. Die Ver- 
mehrung betriigt bei unsern beiden Versuchen im Mittel 16,3 mg 
fiir 1 1 Durchstr6mungsfliissigkeit resp. 1.3 kg Leber, ein Wert. 
der mit den Resultaten von Embden und Kalberlah!) sehr 
gut ubereinstimmt. 

2. Zusatz von p-Oxyphenylbrenztraubensaure fiihrte 
in allen 3 Versuchen zu einer betrichtlichen Steigerung dieser 
Acetonbildung, wenn auch die Werte nicht ganz so hohe sind. 
wie die von Embden, Salomon und Schmidt nach Zusatz 
von 2,5—-3,0 g Tyrosin erzielten. 

3. Zusatz von p-Oxyphenylmilchsdure hat dagegen 
in 3 einwandfreien Versuchen keine Steigerung dieser Acetoui- 
bildung verursacht.?) 

2. a. 0... 

*) Von drei weiteren Versuchen, die mit nicht umkrystalli- 
sierten Priparaten von p-Oxyphenylmilchsdure angestellt worden waren. 
hatten allerdings zwei eine gewisse Vermehrung der Acetonbildung e:- 
geben (42,2, 18,5, 32.5 mg Aceton pro 1 1 Durchstrémungsfliissigke 

‘'s kg Leber); jedoch sind diese Resultate wahrscheinlich auf ein: 
Verunreinigung der verwendeten Siure mit dem Ausgangsmaterial di 
Darstellung, der p-Oxyphenylbrenztraubensaure, zuriickzufiihren. 
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Die Versuche ergeben also auch fiir die AbkOmmlinge des 
Tyrosins einen vollkommenen Parallelismus zwischen dem 
Schicksal beim Alkaptonuriker und dem Verhalten in der iiber- 
‘ebenden Hundeleber: die Substanzen, welche Alkaptonbildner 
sind (Tyrosin, p-Oxyphenylbrenztraubensiiure) liefern in der 
Hundeleber Aceton; die p-Oxvphenylmilchsiiure, die nicht in 
Alkapton tbergeht, fiihrt auch zu keiner Acetonvermehrung. 

Die Untersuchungen bestitigen ferner die durch die 
Alkaptonversuche gewonnene Anschauung, dali der Abbau des 
Tyrosins nicht tiber die p-Oxyphenylmilchsiure fiihren kann, 
sehr wohl aber tiber die p-Oxyphenylbrenztraubensiure; sie 
rechtfertigen damit die Ubertragung dieser Schlubfolgerung 
auch auf den normalen Organismus. 

Bemerkenswert bleibt der Unterschied in dem Verhalten 
der Abkémmlinge der beiden aromatischen Aminosauren: die 
Alkoholséure, die sich vom Phenylalanin ableitet, ist Alkapton- 
bildner und Acetonbildner, die des Tyrosins ist keines von 
beiden; die Ketonséuren beider bilden Alkapton, und — wenig- 
stens die vom Tyrosin sich ableitende auch Aceton (die 
Ketonsiiure des Phenylalanins ist im Durchblutungsversuch 
noch nicht geprift, doch diirfte sie sich dabei aller Voraus- 
sicht nach ebenfalls als Acetonbildner erweisen). 
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Beitrage zur Kenntnis der Leberfunktionen. 


(Desaminierung, Reduktion und Kohlensiéureabspaltung in der 
kiinstlich durchbluteten Leber.) 
Von 


Otto Neubauer und Hans Fischer. 


(Aus der II. medizinischen Klinik in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Juni 1910.) 


Schotten') hat im Jahre 1883 gefunden, dafi Hunde nach 
Kingabe von Phenylaminoessigsiure mit ihrem Harn Mandel- 
siiure ausscheiden. Die am nichsten liegende Deutung, dal 
es sich hier um eine einfache hydrolytische Ammoniakabspal- 


tung handelt 

C,H, «CH. NH, - COOH + H,O = C,H; - CHOH . COOH —+- NH, 
trifft, wie der eine von uns?) nachzuweisen Gelegenheit hatte, 
nicht zu; es zeigte sich vielmehr, dai die Ammoniakabspaltung 
(die tibrigens ausschlieBlich oder fast ausschlieBlich aus dem 


rechtsdrehenden Anteil der verfiitterten Aminoséure erfolgt) 
unter gleichzeitiger Oxydation verlauft, so da als Desami- 
nierungsprodukt die Ketonsiiure, die Phenylglyoxylsiure, auf- 
tritt; diese wird erst sekundér durch Reduktion teilweise in 
Mandelsiiure und zwar in rein aktive l-Mandelsiure umge- 
wandelt. 
CH, -CH-NH,-COOH + O = C,H, .CO-. COOH +- NH, 
d-Phenylaminoessigsaéure Phenylglyoxylsaure 
C,H, » CO - COOH -+2H = C,H, - CHOH . COOH. 
l-Mandelsiure 
Es wurde ferner festgestellt, dab diese Prozesse auch im 
Organismus des Menschen stattfinden, wahrend beim Kaninchen 
der Reduktionsvorgang nicht nachgewiesen werden konnte. 
Ks war nun von Interesse, den Ort des Organismus aus- 
findig zu machen, an welchem diese Umwandlung der Amino- 
siiuren erfolgt, denn es ist in hohem Mae wahrscheinlieh, dal 


') Schotten, Diese Zeitschrift, Bd. VUI, S. 67 (1883). 
*) Neubauer, D. Arch. f. klin. Med., Bd. XCV, S. 211 (1909). 
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die NH,-Abspaltung aus anderen Aminosiuren, speziell aus denen 
der Eiweibkorper, denselben Gesetzen folgt und auch an den- 
selben Stellen stattfindet. 

Wenn nun auch der relativ hohe NH,-Gehalt des Pfort- 
aderblutes daran denken lift, dab die Abspaltung von NH, im 
Darm stattfindet, so war doch von vornherein die Leber als 
dasjenige Organ anzusprechen, in welechem Desaminierungs- 
prozesse in grofem Mafstab am ehesten erwartet werden 
durften. Zwar der von Schittenhelm, sowie von Jones und 
Patridge gefiihrte Nachweis, dal die Lebern verschiedener 
‘Tiere Fermente enthalten, welche die Desaminierung der Amino- 
purine, Adenin und Guanin, besorgen, berechtigt keineswegs 
etwa zu dem AnalogieschluB, daf an demselben Ort auch die 
Aminosiiuren desaminiert werden, denn die Desaminierung der 
Aminosiiuren ist offenbar ein ganz andersartiger Prozeb als 
die der Purinbasen, die ja als einfache hydrolytische NH,- 
Abspaltung verlauft. Fiir die Verlegung des Abbaues der Amino- 
siiuren in die Leber spricht aber zuniichst die am Krankenbett 
gewonnene Erfahrung, dal} gerade bei schweren Degenerationen 
des Leberparenchyms, wie sie bei der akuten gelben Leber- 
atrophie, der Phosphorvergiftung und der Eklampsie eintreten, 
unveriinderte Aminosiuren (Leucin, Tyrosin, Glykokoll, Aspara- 
ginsiiure, Lysin) im Harn erscheinen; die Tatsache, dal es sich 
bei diesen Erkrankungen um autolytischen Zerfall von Eiweib- 
kOrpern handelt, bei dem soleche Aminosiiuren gebildet werden, 
reicht fiir sich allein keineswegs zur Erklairung aus, da wir 
beim autolytischen Zerfall in anderen Organen (Pneumonie) 
Aminosiuren nicht oder doch in sehr viel geringerer Menge 
im Harn finden; es mul bei diesen schweren Leberaffektionen 
also auch eine Schiidigung der weiteren Abbauvorgiinge an- 
genommen werden. 

In neuerer Zeit ist man darangegangen, auch bei weniger 
schweren Lebererkrankungen eine Stérung im Abbau der Amino- 
siuren nachzuweisen und diagnostisch zu verwerten, indem 
man den Patienten Aminosiéuren in grdferer Menge zufiihrte 
und so durch stiirkere Inanspruchnahme eine sonst latent blei- 
bende Stérung der desaminierenden Funktion der Leber mani- 


16* 








¢ >. - 7° 
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fest zu machen suchte. So hat K. Glaessner!) 20—25 g 
Alanin, Aparaginsiiure, Leucin oder Glykokoll verabreicht und 
heobachtet, da®B diese eingefiihrten Aminosiiuren bei Leber- 
erkrankungen, bei denen das Parenchym in gréferem Mab- 
stabe zugrunde geht, nicht vollstiéndig in Harnstoff tibergefiihrt 
werden, sondern die Aminosiiurefraktion des Harns vermehren. 
Jastrowitz,?) der mit Glykokoll arbeitete, konnte diese Resul- 
tate im wesentlichen bestatigen. 

In gleichem Sinne wie diese Ergebnisse der pathologischen 
Forschung sprechen die Versuche von Embden, Salomon 
und Schmidt,*) welche gezeigt haben, daf die tiberlebende, 
mit Rinderblut durchblutete Hundeleber nach Zusatz verschie- 
dener Aminosiiuren (Leucin, Phenylalanin, Tyrosin) erhebliche 
Mengen von Aceton (resp. Acetessigsiure) bildet; das Aceton 
ist augenscheinlich aus den zugesetzten Aminosaéuren entstanden, 
und es ist klar, daB bei diesem Umwandlungsprozef auch der 
Stickstoff abgespalten werden mubte. 

Ferner hat Salaskin+) gezeigt, daf die tiberlebende, mit 
arteriellem Blut gespeiste Hundeleber die Fiahigkeit hat, Gly- 
kokoll, Leucin und Asparaginsiiure in Harnstoff oder wenigstens°) 
in eine diesem nahestehende Substanz umzuwandeln. 

Nur mit Vorsicht kénnen fiir die Lokalisation der Des- 
aminierungsvorgiinge im lebenden Organismus die Untersuchungen 
an autolysierenden Organen verwendet werden. O. Loewi und 
M. Jacoby®) haben gezeigt, daB bei der Autolyse der Leber 
festgebundener Stickstoff in lockergebundenen tibergeht, und 
S. Lang’) fand, da8 die Ammoniakbildung in verschiedenen 
autolysierenden Organen (Leber, Darmschleimhaut, Pankreas, 
Nebenniere) durch Zusatz von Aminosiuren gesteigert wird. 


') K. Glaessner, Zeitschr. f. exp. Path. u. Ther., Bd. IV, S. 336 (1907). 

2) Jastrowitz, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. LIX, S. 471. 

3) Embden, Salomonu. Schmidt, Hofmeisters Beitr., Bd. VIII, 
S. 1, 1906. 

‘) Salaskin, Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 128 (1898). 

*) Otto Loewi, ebenda, S. 522. 

*) O. Loewi, ebenda, S. 511. M. Jacoby, ebenda, Bd, XXX, S. 149 


(1900). 
7) S. Lang, Hofmeisters Beitr., Bd. V, S. 321 (1904), 








Beitrige zur Kenntnis der Leberfunktionen. 233 

Trotzdem alle diese Tatsachen mit grofer Bestimmtheit 
auf die desaminierende Funktion der Leber schliefen lassen, 
schien es uns doch wiinschenswert, festzustellen, ob auch der 
Abbau der Phenylaminoessigsiure in der Leber erfolgt; denn 
hier bot sich die Moglichkeit, nicht nur die Entstehung von 
Ammoniak oder Harnstolf oder die bildung eines entfernten 
Abbauproduktes, sondern das Auftreten des charakteristischen 
Desaminierungsproduktes selbst, der Ketonsiiure, mit aller Sicher- 
heit nachzuweisen, was bei den natiirlichen Aminosiiuren des 
Kiweibes auf Schwierigkeiten stoBben mub, da die hierbei ent- 
stehenden Ketonsiiuren offenbar sehr leicht weiter veriandert 
werden. Ferner konnte untersucht werden, ob auch die Re- 
duktion der gebildeten Ketonsiure zur Alkoholsiiure (Mandel- 
siiure) als eine Funktion der Leber anzusehen ist. 

Wir stellten also Durchblutungsversuche mit Hundelebern 
an unter Zusatz von Phenylaminoessigsiiure (Kahlbaum) zur 
Durchstr6mungsfliissigkeit. Diese Versuche hat der eine von 
uns In Gemeinschaft mit Herrn Dr. Warburg bereits vor 3 Jahren 
begonnen; sie fiihrten damals nicht zur Auffindung der Des- 
aminierungsprodukte, jedoch zeigte sich, dab eine N-haltige iither- 
lOsliche rechtsdrehende Siure entstanden war; die Aufkliirung der 
Zusammensetzung dieses, im folgenden als «Substanz A» (S. 235) 
bezeichneten Korpers verzogerte sich durch iiubere Umstiinde; 
doch kann voraussichtlich in nichster Zeit tiber diesen Koérper 
berichtet werden. Die weitere Untersuchung auf Desaminierungs- 
produkte wurde dann von uns gemeinschaftlich fortgeftihrt. 


Die Technik der Versuche war so, wie sie in der Publikation 
von Neubauer und Grofs') beschrieben ist, nur wurde hier, da es sich 
nicht um vergleichende Acetonbestimmungen handelte, kein Wert darauf 
gelegt, daf§ die Menge der Durchstrémungsfliissigkeit immer das Dreifache 
des Lebergewichtes betrug; ferner wurde das Blut nicht mit dem doppelten 
Volumen Ringerscher Lisung verdiinnt, sondern es wurden 6—4 g Pheny]l- 
aminoessigsdure zuniichst durch Anfeuchten mit Ather fiir Wasser be- 
netzbar gemacht, dann in ca. 800 ccm siedender Ringerlosung geldst, 
die Lisung heifi filtriert und nach dem Abkiihlen auf 40° mit dem defi- 
brinierten Blut des Tieres (500—1300 ccm) gemischt, und die Mischung 
als Durchstrémungsfliissigkeit verwendet. Die Durchblutungen verliefen 


1) Neubauer u. Groff, Diese Zeitschrift (dieses Heft) S. 222. 
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ohne jede Strung, nur der Grad der Arterialisierung wechselte in den 
einzelnen Versuchen. 

Nach 2—2' stiindiger Dauer wurde die Durchblutung abgebrochen 
und die Leber sowie die Durchstrémungsfliissigkeit gemeinsam auf Re- 


aktionsprodukte untersucht. 
Das Blut wurde mit Wasser verdiinnt. durch Kochen unter Zusatz 


von primirem Natriumphosphat koaguliert, das Filtrat auf dem Wasserbad 

(oder im Vakuum) eingeengt; der Eiweifriickstand auf dem Filter wurde 

noch 1—2 mal ausgekocht, das Filtrat ebenfalls eingeengt und mit der ersten 

Fliissigkeit vereinigt. Die Leber wurde in analoger Weise behandelt, d. h. 

in der Hackmaschine zerkleinert, mit Wasser versetzt, durch Kochen 

unter Phosphatzusatz koaguliert, der nach dem Filtrieren bleibende Nieder- 
schlag noch einmal ausgekocht, die vereinigten Filtrate eingeengt und 
schlieflich mit dem eingeengten wiasserigen Blutextrakt vereinigt. 

Die vereinigten Extrakte von Blut und Leber, deren Vo- 
lumen etwa 100 cem betrug, wurden mit Salzséure (bis zur 
starken Blauférbung von Kongopapier) angesduert und im 
Schiitteltrichter wiederholt mit Ather extrahiert. 

Die mit Ather erschipfte salzsaure Lisung muBte die 
unveriindert gebliebene Aminosdure enthalten; sie wurde (we- 
nigstens in einigen Versuchen) mit gepulvertem essigsaurem 
Natron versetzt, bis die Fliissigkeit Kongopapier nicht mehr 
bliiute: es fiel ein Niederschlag aus, der sich als Phenylamino- 
essigsiiure erwies. 

0.1818 ¢ Substanz (aus verdiinntem Ammoniak umkrystallisiert), enthalten 
nach Kjeldahl (12,0 ccm ®/1o-Saéure) . . 9,24°%o N. 
Berechnet fiir CFH,0.N .......-. 9,27% N. 

Bei der optischen Untersuchung der in Normalsalzsiure 
gelésten Substanz ergab sich, dafi sie die Ebene des polari- 
sierten Lichtes nach links drehte; so wurden z. B. in einem 
Versuche, zu dem 4,2 g Phenylaminoessigsiure verwendet worden 
waren, 0,9 g Aminosiiure zuriickgewonnen, die zu 5 °/o in ®/2-HCl 
gelist, im 1 dm-Rohr 0,69° nach links drehten; daraus berechnet 


sich fiir eine 100°/oige Lésung eine Drehung von — 7,38°. 
Da fiir optisch reine ]-Phenylaminoessigsiure ap = — 157,78 °,') 


so lag also ein Gemisch von viel racemischer mit etwas ]-Pheny]- 
aminoessigsiure vor; mit anderen Worten: von dem d-Anteil 


'\E. Fischer u. Weichhold, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XL], 


S. 1286 (1908). 
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der zur Durchstrémungsiliissigkeit zugesetzten Substanz war 
ein Teil (ca. 5°/o) irgendwie verindert worden. 

Die Umwandlungsprodukte wurden in den _ vereinigten 
itherischen Extrakten aufgesucht: diesen wurden durch 
Schiitteln mit einem geringen UberschuB von Normalnatronlauge 
die Séuren wieder entzogen (Fett und fettartige Substanzen 
blieben dabei in dem Ather zuriick); aus der alkalischen Lisung 
wurden nach dem Anséiuern mit Salzsiure die Saiuren durch 
wiederholtes Schiitteln mit Ather wieder extrahiert; aus den 
Atherextrakten wurde der Ather bei gelinder Wiirme ver- 
trieben; es hinterblieb ein hellbrauner sirupdser Riickstand, 
der mit ein paar Kubikzentimetern Wasser und etwas Tier- 
kohle (Merck «pro analysi») kurz zum Sieden erhitzt und heif 
filtriert wurde; das fast farblose klare Filtrat erwies sich bei 
der Polarisation fast immer als rechtsdrehend; nur in wenigen 
Versuchen war es fast inaktiv oder sogar linksdrehend; schon 
dies Verhalten wies darauf hin, daB wenigstens zwei optisch 
aktive atherlosliche Siuren entstanden waren, von denen die 
eine nach rechts, die andere nach links drehte. 

Beim Stehen der Losung imVakuumexsikkator iiber Schwefel- 
siiure schieden sich nun wasserhelle Nadeln ab, welche die 
Ebene des polarisierten Lichtes nach rechts drehten. Die Eigen- 
schaften und die Struktur dieser N-haltigen, in Wasser schwer- 
l6slichen «Substanz A» sind von dem einen von uns in Ge- 
meinschaft mit Warburg untersucht worden und sollen dem- 
nachst mitgeteilt werden (s. oben S. 233). 

In der Mutterlauge der «Substanz A» war nun auf die 
Desaminierungsprodukte zu fahnden: sie wurde mit Bisulfit- 
lauge versetzt, um etwa vorhandene Ketonsiiure zu binden, 
und dann wiederholt mit Ather extrahiert; in den Ather muBte 


jetzt Mandelsiure, wenn solche vorhanden war, tibergehen 


Mandelsdurefraktion, s. unten). Die wiasserige, bisulfit- 
haltige Fliissigkeit wurde mit verdiinnter Schwefelsiure (bis 
zur stark kongosauren Reaktion) angesiuert und dann wieder 
mit Ather extrahiert:; jetzt muBte etwa vorhandene Ketonsiure, 
durch die Schwefelséure aus ihrer Bisulfitverbindung abge- 
spalten, in den Ather iibergehen: Ketonsaurefraktion. 


Otto Neubauer und Hans Fischer. 


Aus der Ketonséurefraktion lieBen wir den Ather ab- 
dunsten: eine Probe des sirupdsen Riickstandes gab mit gewo6hn- 
lichem (thiophenhaltigem) Benzol und konzentrierter Schwefel- 
siiure starke violettrote Farbung; diese Reaktion machte die 
Gegenwart von Phenylglyoxylsiure schon sehr wahrscheinlich: 
zur Sicherstellung wurde der gesamte Riickstand mit destil- 
liertem Wasser aufgenommen und mit einer klaren salzsauren 
L6sung von salzsaurem Phenylhydrazin versetzt; es entstand 
fast augenblicklich ein gelber Niederschlag, der sich beim Stehen 
in der Kiilte noch vermehrte und mikroskopisch das charak- 
teristische Bild des Phenylglyoxylséure-phenylhydrazons (kleine 
gebogene Niidelchen) darbot; der Niederschlag wurde auf einer 
Nutsche abgesaugt, mit kaltem Wasser gewaschen und im 
Vakuum iiber Schwefelsaiure getrocknet. 

Die Ausbeute an reinem Hydrazon war in den einzelnen 
Versuchen sehr verschieden, bis zu 0,15 g. 

Zur Analyse wurden die Produkte aus mehreren Versuchen 
vereinigt, aus heiBem Alkohol -+- Wasser umkrystallisiert und im 
Vakuum bei 60° tiber Phosphorpentoxyd bis zur Gewichtskonstanz 


getrocknet. Schmelzpunkt 164° (korr.) beim schnellen Erhitzen. 


0.1160 ¢ Substanz liefern 11,8 ccm N bei 17° und 765 mm Hg 
= 12,05 °o N. 
Berechnet fiir C,,H,,O,N,: 11,67 %/o N. 

Damit ist festgestellt, dafi Phenylaminoessigsiure 
wie im lebenden Organismus, so auch in der kinst- 
lich durchbluteten Hundeleber desaminiert und zwar 
in Phenylglyoxylsiure tibergefiihrt wird. 

Es war noch zu untersuchen, ob die gebildete Pheny!- 
glyoxylsiiure in der isolierten durchbluteten Leber auch eine 
teilweise Reduktion zu Mandelsiiure erfiihrt. Die deutlich links- 
drehenden «Mandelsdurefraktionen» mehrerer Versuche 
wurden vereinigt; nach einiger Zeit schieden sich rhombische 
Tifelchen ab, welche durch Lésen in wenig kaltem Wasser 
von gleichzeitig mit abgeschiedenen geringen Mengen von «Sub- 
stanz A» getrennt werden konnten: sie wurden noch wieder- 
holt aus Wasser und aus heifem Benzol umkrystallisiert ; schlieli- 
lich wurde eine sehr geringe Menge silberglinzender Krystalle 
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vom typischen Aussehen der Mandelsiiure gewonnen, die aber 
zu einer genaueren Untersuchung nicht ausreichte. 


Um nun die Reduktion der aus der Phenylaminoessigsiiure 
gebildeten Phenylglyoxylsdure zu |-Mandelsiiure mit Sicherheit 
festzustellen, haben wir auch zwei Durchblutungsversuche 
mit Phenylglyoxylsaure ausgefthrt (Zusatz von 3,0 resp. 
2.2 ¢ der Saure als Na-Salz). Die Phenylglyoxylsiiure wurde nach 
den Angaben von Claisen (Ber. d. d. chem. G., Bd. X, S. 430, 
845) dargestellt, die erhaltene Saure wurde in Bisulfitlauge gelést, 
Verunreinigungen durch Ausiithern entfernt; dann wurde die 
Ketonsiiure durch Salzsiiure in Freiheit gesetzt und ausgeiithert; 
der eingedampfte Atherextrakt erstarrte iiber Schwefelsiiure zu 
einem Krystallbrei. In diesen Versuchen zeigten die Ather- 
extrakte aus Blut und Leber von vorneherein eine starke Links- 
drehung (z. B. in dem einen Versuch ca. 30 ccm Losung, die im 
2-dm-Rohr —2,5° drehte), und es gelang hier, neben unver- 
iinderter Phenylglyoxylsiure |l-Mandelséure in ausreichender 
Menge zu isolieren. Die wiederholt aus Wasser und aus heibem 
Benzol umkrystallisierte Substanz zeigte einen Schmelzpunkt 
von 132° Zur Bestimmung der optischen Drehung, die in 
Anbetracht der geringen Substanzmenge mikropolarimetrisch 
ausgefiihrt werden mubBte.') wurden 0,0082 g Substanz in 
Wasser gelist; Gesamtgewicht der Losung 0,6636 g, spezi- 


fisches Gewicht 1,004. Drehung im 10-cm-Rohr = — 1,875 °. 
Daraus berechnet sich die spezifische Drehung a, = — 151,1° 
(spez. Drehung der |-Mandelsiure nach Walden = — 153,06°). 


Damit ist der Nachweis der aktiven, und zwar der links- 
drehenden Mandelsiiure erbracht: in der tiberlebenden Leber 
erfolgt also nicht nur die Desaminierung der Phenylamino- 
essigsiiure zu Phenylglyoxylsiiure, sondern auch deren Reduk- 
tion zur aktiven |-Mandelsiiure; diese ist demnach, wie schon 
die Versuche am lebenden Hund ergeben hatten, als sekun- 
diires Produkt anzusehen. 

Auferdem enthielt das dtherische Extrakt eine weitere 
Siiure. Sie war in Ather und (zum Unterschied von Mandel- 


1) E. Fischer, Sitzungsber. d.k. preuf. Ak. d. Wissensch., 1908, 5. 542. 
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siiure) auch in Benzol leicht loslich, schwerer loslich in Wasser; 
sie zeigte nach zweimaligem Umkrystallisieren einen Schmelz- 
punkt von 120--122°, erwies sich als frei von Stickstoff 
(Lassaignesche Probe); ihre L6sung war optisch inaktiv; beim 
trockenen Erhitzen auf dem Wasserbad sublimierte sie in langen 
Nadeln: nach diesen Eigenschaften lag Benzoesaure vor, 
was mit dem Ergebnis der Titration tibereinstimmt: 

0.0780 g Substanz verbrauchen zur Neutralisation gegen 
Phenolphthalein 6,1 ccm "®10-Natronlauge (Theorie verlangt 





6,59 ccm). 

Kin Kontrollversuch ergab, dab die erhaltene Benzoesiure 
nicht etwa erst bei der Verarbeitung des Organes aus der 
zugesetzten Siiure entstanden war. Sie war demnach offenbar 
wiihrend der Durchblutung durch oxydative CO,-Abspaltung aus 
der Phenylglyoxylsiiure gebildet worden. Auch im lebenden 
Organismus geht diese Siiure ja zu einem kleinen Teil in 
Benzoesiiure resp. Hippursaure tber.') 


Die im Vorstehenden beschriebenen Versuche haben also 
ergeben: 

1. In der iiberlebenden, kiinstlich durchbluteten Hundeleber 
wird von zugesetzter Phenylaminoessigsiiure die d-Komponente 
zum Teil veriindert, so dab linksdrehende Aminosaure tibrig bleibt. 

2. Als Desaminierungsprodukt der zersetzten Aminosiure 
tritt dabei zuniichst die entsprechende Ketonsiiure, die Phenyl- 
glyoxylsiure, auf. 

3. Sekundiir kommt es zu einer Reduktion der Phenyl- 
glyoxylsiiure zu Mandelsaiure, und zwar zu 1-Mandelsaure. 

¢. Aufberdem wird ein Teil der Phenylglyoxylsaure in 
Benzoesiiure verwandelt. 

Damit sind sowohl die oxydative Desaminierung als auch 
die optisch aktive Reduktion und die oxydative CO,-Abspaltung 
(also mit Ausnahme der Glykokollpaarung der gebildeten Benzoe- 
siiure alle Verdinderungen, welche die Phenylaminoessigsaure 
im lebenden Organismus erfahrt) als Funktionen der Leber 
sichergestellt. 





1) s Neubauer, a. a. O., S. 238. 
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Um zu entscheiden, ob diese Leberfunktionen an ein Er- 
haltensein der Struktur der Leber, wie es durch Anwendung 
der Durchblutungstechnik erreicht wird, gebunden sind, haben 
wir ferner untersucht, ob nicht auch die dem Tiere frisch ent- 
nommene und zu einem Brel zerkleinerte Leber imstande ist, 
diese Prozesse durchzufiihren. Da die Desaminierung zur Keton- 
siure ein oxydativer Prozef} ist, wurde in den meisten Ver- 
suchen durch den Leberbrei Luft durchgeleitet. 

Versuch |. 225 ¢ frische Hundeleber (das Tier war zur volligen 
Entblutung mit physiologischer Kochsalzlésung durchgespiilt worden) wurden 
in der Hackmaschine zerkleinert, mit 1,5 g Phenylaminoessigsaure, gelést 
in 1'/2 1] Brunnenwasser, und etwas Toluol versetzt, durchgeschiittelt und 
durch 16 Stunden unter gleichzeitigem Durchleiten von Luft bei 37° ge- 
halten. Die Verarbeitung geschah wie bei den Durchblutungsversuchen; es 
wurden Krystalle vom Aussehen des Phenylglyoxylsiurephenylhydrazins 
erhalten, die bei 147—153° schmolzen; zum Umkrystallisieren reichte die 
Menge nicht aus. 

Versuch II. 350 ¢ Rinderleber wurden in gleicher Weise zer- 
kleinert, mit 3,0 g Phenylaminoessigsdure, 1 1 Wasser und Toluol versetzt, 
durch 7 Stunden Luft bei 37° durchgeblasen. Im sauren Atherextrakt 
erzeugte salzsaures Phenylhydrazin sofort einen Niederschlag, der beim 
Umkrystallisieren lange Nadeln lieferte, die den Schmelzpunkt des Phenyl- 
glyoxylsiurephenylhydrazons (164° [korr.]) zeigten, Isolierung von Mandel- 
sdure gelang dagegen nicht, obzwar der Atherextrakt eine deutliche Links- 
drehung zeigte (8 ccm drehten im 2 dm-Rohr — 0,25°). 

Auch in 2 Versuchen, in denen Phenylglyoxylsiiure mit Hunde- resp. 
Rinderleberbrei digeriert wurde, konnte Mandelséure nicht isoliert werden. 

Die oxydative Desaminierung erfolgte also nicht nur in 
der kiinstlich durchstrOmten Leber, sondern auch im Leberbrei, 
freilich in quantitativ viel geringerem Mabe. 

Es sind noch 2 Fragen zu diskutieren. 

1. Fuhrt die Leber dieselben beiden Prozesse auch bei 
andern Aminosiuren, speziell bei denen des Eiweifes, durch ? 
Wenn man die in der Einleitung angefiihrten Tatsachen mit 
den Resultaten der beschriebenen Versuche zusammen nimmt, 
so wird man diese Frage wohl mit Wahrscheinlichkeit bejahen 
diirfen, wenigstens soweit sie die Desaminierung bis zur Keton- 
saure anlangt; was dagegen die folgende Reduktion zur Alkohol- 
siure betrifft, so soll es dahingestellt bleiben, ob es sich hier 
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um einen allgemein giiltigen normalen Vorgang handelt oder 
um einen Prozeb, der gerade nur im speziellen Falle der Phenyl- 
glyoxylsiiure eintritt, weil diese Substanz, wohl infolge des 
Baues ihrer Seitenkette, den normalen Abbauvorgingen nicht 
weiter zugiinglich ist («Parektropie»!)). Im Sinn der ersten 
Annahme spricht vielleicht der wiihrend der Durchftihrung dieser 
Versuche bekannt gewordene Befund von Embden und Kraus,?) 
welche nachweisen konnten, daf nach Zusatz von Alanin zur 
kiinstlich durchbluteten Hundeleber eine starke Milchsiiure- 
bildung stattfindet: wir glauben annehmen zu diirfen, daf diese 
Milchsiiure aus primiir gebildeter Brenztraubensiiure gebildet 
worden sein dirfte. 

Die 2. Frage ist die, ob diese Desaminierungs- und Re- 
duktionsprozesse nur in der Leber, in keinem andern Organ 
vor sich gehen; zur Beantwortung sind Versuche mit andern 
Organen notig; jedoch weisen die Befunde 5. Langs,*) der 
nach Digestion verschiedener zerkleinerter Organe mit Amino- 
siiuren ein Ansteigen des Ammoniakgehaltes fand, ferner die 
Tatsache, dafi entleberte Giinse grof}e Mengen von Ammoniak 
bilden,*) und die Beobachtung, daf auch bei Hunden mit Eck scher 
Fistel Ammoniak in den Organen sich anhiiuft,®) darauf hin, 
dafi auch in andern Organen Ammoniak aus Eiweili resp. aus 
Aminosiiuren abgespalten wird: ob auch hier nach dem Typus 
der Ketonsiurebildung, bliebe noch zu untersuchen. 

Auf der andern Seite weist die klinische Erfahrung, dab 
gerade bei den schweren Erkrankungen der Leber unverdnderte 
Aminosiiuren im Harn erscheinen, darauf hin, da8 dieses Organ. 
wennschon nicht als die einzige, so doch als die Hauptstiitte 
des Desaminierungsprozesses anzusehen ist. 


') Neubauer, a. a. O., S. 244. 

*) G. Embden und Fr. Kraus, Verhandlungen des 26. Kongr. f. 
inn. Med., 1909, S. 353. 

3) S. Lang, Hofmeisters Beitr., Bd. V, S. 321 (1904). 

*) Minkowski, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XXI, S. 41 (1886). 

5) Salaskin, Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 479 (1898). 











Uber das Verhalten der Nucleinbasen bei Verdunkelung von 
Pflanzen. 
Von 
Alexander Kiesel. 


(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium der Universitit Moskau.) 


Der Redaktion zugegangen am 14, Juni 1910.) 


Die Nucleinbasen sind als normale Stoffwechselprodukte 
in hoheren Pflanzen schon Ofters angegeben worden,!) ohne 
dafi bei denselben ein niiherer Zusammenhang zwischen den 
einzelnen Vertretern dieser Gruppe nachgewiesen wurde, wie 
es bereits im Stoffwechsel der Tiere der Fall ist.?) 

So wurde hier, nachdem Horbaczewski die Bildung von 
Harnsadure aus Nucleinbasen nachwies,*) dieser Prozef in seine 
einzelnen Phasen hauptsichlich durch Schittenhelm und Jones 
samt Mitarbeitern*) zerlegt, woraus zu folgern war, dal die 
genannten Substanzen im folgenden Verhiiltnis zu einander 


stehen : 
Adenin + H,O —» Hypoxanthin -+- O —» Xanthin -+- O —» Harnsiiure 
Adenase *) hypoth. Hypoxanthinoxydase Xanthinoxydase ®) 


Guanin -- H,O —>» Xanthin + O —»> Harnsaure 
Guanase, *) 
Mit der Harnsiiurebildung ist der Prozef aber nicht ab- 
geschlossen, denn die Harnsiiure wird ebenfalls zerstort durch 
Fermente, die Schittenhelm uricolytische Fermente oder 


!) Czapek, Biochemie der Pflanzen, Bd. II, 8. 70, 179, 194, 199, 
200, 250. 

*) Sammelreferat von B. Bloch, Bioch. Zentralbl., Bd. V (1906), 
S. 521, 561, 817, 873. 

*) Monatsh. f. Chemie, Bd. X, S. 624 (1889); Bd. XII, S. 221 (1891). 

4) Literatur s. Abderhalden, Lehrbuch der physiolog. Chemie, 
Il. Aufl., S. 393. 

5) Jones und Winternitz, Diese Zeitschmft, Bd. XLIV, S. 1 (1905). 

6) Burian, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 5. 497 (1905). 

7) Jones und Partridge, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 343 (1904). 
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Uricooxydasen') nennt. Welche Produkte dabei entstehen, 
dariiber ist man noch nicht ganz einig geworden. 

So nahm Wiener?) die Bildung von Glykokoll an. Ander- 
seits wird die Oxalsiiurebildung im Organismus oft der Zer- 
storung der Harnsiiure zugeschrieben und der Harnstoff wird 
ziemlich allgemein als deren Endprodukt angesehen. Endlich 
hat Wiechowski durch sichere Versuche *) nachgewiesen, daf 
Harnsiiure durch tierische Gewebe in Allantoin tibergefihrt 
wird, welches er fiir ein nicht weiter im Organismus der Tiere 
zerfallendes Endprodukt des Nucleinstoffwechsels ansieht. *) 

Dieser Befund ist fiir die Erforschung des Stoffwechsels 
der Pflanzen von allergréfitem Interesse, da ja bis jetzt in 
Pflanzen noch niemals Harnsiiure und nur fiir ein pflanzliches 
Objekt ®) Harnstoff, aber schon 6fters Allantoin (bis auf 1°)» 
der Trockensubstanz) aufgefunden wurde. °) 

Schon vor 30 Jahren verwies E. Schulze auf die még- 
liche Verwandtschaft des Allantoins mit dem Hypoxanthin und 
Xanthin. *) 

Der eben angefiihrte Vorgang der Veriinderung der Nuclein- 
basen wurde gewissermaben in Kossels Laboratorium fiir 
niedere Pflanzen aufgefunden, indem Baginski das Ver- 
schwinden des Xanthins*) und Schindler einige Jahre spater’) 
die Entstehung des Hypoxanthins aus Adenin und des Xanthins 
aus Guanin bei Fiiulnis nachwiesen. AuBerdem konnte Schindler 
die allméhliche Verinderung der Nucleinbasen bei Selbstgirung 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLV (1905), S. 121, 161; Bd. LXVI (1910), 5. 53. 

*) Archiv f. exper. Pathol. u. Pharm., Bd. XL, 8. 313 (1897) ; Bd. XLII, 
S. 375 (1899). 

3) Hofmeisters Beitriige. Bd. IX (1907), S. 295. 

‘) Biochem. Zeitschrift, Bd. XXV, H. 6, 8. 431 (1910). 

’) Lycoperdonarten, Bamberger und Landsiedl, Monatshefte 
f. Chem., Bd. XXIV, S. 218 (1903). 

*) Schulze und Barbieri, Journ. f. prakt. Chem., N. F., Bd. XXV, 
S. 145 (1882); Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XIII, S. 1602 (1881): 
Schulze und Bosshard, Diese Zeitschrift, Bd. IX, S. 420 (1885). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. IX, S. 429. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. VIII, S. 398 (1884). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XIII, S. 432 (1889). 
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der Hefe nachweisen, wie aus den von ihm fiir je 400 g Preb- 
hefe angegebenen Zahlen zu ersehen ist. 








Frische Hefe, 24stiindige  48stiindige 72stiindige 





in g | Selbstgiirung in ¢g 
Ademin. .... 01735 | 0,0346 Spuren 0 
Hypoxanthin . . 0.3741 0.2094 0,197 0 
Guam. . « «. 0,115 0.104 0.0711 0 
Xanthin .... 0.0982 | 0,1009 0.0985 () 


Soweit mir bekannt ist, sind in der Literatur keine An- 
gaben tiber die Veriinderung der Nucleinbasen in hdheren 
Pflanzen vorhanden. 


Der von mir im Jahre 1905 im Laboratorium von Prof. 
E. Schulze ausgefiihrte Versuch,!) in dem junge dem Felde 
entnommene, dicht tiber dem Boden abgeschnittene Pflanzen 
von Rotklee teilweise sofort, teilweise nach kurzer Verdunkelung 
(65 Stunden) verarbeitet wurden, ergab, daf die Quantitiit der 
Nucleinbasen nach der Verdunkelung geringer war, als bei der 
Kontrollportion (S. 75). 

Daraus war zu schliefen, dai die Nucleinbasen eine Ver- 
iinderung bei der Verdunkelung erlitten hatten. Ich unternahm 
deshalb eine neue Untersuchung im folgenden Jahre, die jetzt 
zum Abschlufi gekommen ist. 

Die Erwartungen fanden darin ihre volle Bestiitigung und 
es war mir moglich, eine Veranderung der Nucleinbasen nach- 
zuweisen, die dem oben angefiihrten Schema nahe kommt. 

Zur Untersuchung wurden in Bliite sich befindende Pflanzen 
von Weibklee (Trifolium repens L.) genommen, die im Moskauer 
Botanischen Garten aufgewachsen waren und das Alter von 
ca. 3 Monaten hatten (Mai-August). 

Die der Erde entnommenen Pflanzen wurden sorgfiltig 
von den ihnen anhaftenden Bodenbestandteilen befreit und in 
zwei Portionen geteilt. Die erste Portion (9,65 kg) wurde sofort 
zur Untersuchung genommen, die zweite (10,92 kg) 77 Stunden 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 72 (1906). 
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an dunklem Orte stehen gelassen, wobei sich die unteren Teile 
(Wurzel) in oft erneutem ausgekochtem Wasser befanden. 

Lufttrockensubstanz des Ausgangsmaterials — 11,28°/o. 

Die Verarbeitung der beiden Portionen geschah in der 
gleichen Weise. Die frischen zerkleinerten Pflanzen wurden 
mit heiBem Wasser zweimal extrahiert und abgeprefbt. Die 
Extrakte wurden mit Bleiessig gefillt, wobei sie vor der volligen 
Fiillung anniihernd auf ihr halbes Volumen eingedampft wurden. 
Der Uberschuf des Bleies wurde mit Schwefelsiure entfernt, 
der Gehalt der Schwefelséure auf ca. 3°/o gebracht und die 
basischen Substanzen moglichst vollstandig mit Phosphorwolfram- 
siiure ausgefiillt. Nach dem Zerlegen der Fallung mit Baryt und 
Entfernen des iiberschtissigen Baryts mit Kohlenséiure wurden 
in der mit Salpetersiiure neutralisierten Fliissigkeit die Nuclein- 
basen mit salpetersaurem Silber ausgefallt und mit Wasser 
ausgewaschen. 

Die so erhaltenen Silberverbindungen wurden nach den 
Angaben von Schindler?!) mit Salpetersiure (spez. Gew. 1,1) 
behandelt und das in der L6sung nach Erkalten und 24stiin- 
digem Stehen gebliebene salpetersaure Silberxanthin mit Am- 
moniak ausgefiillt, mit Schwefelwasserstoff zerlegt und einge- 
dampft, wobei sich das Xanthin ausschied. 

Ks wurde in einer geringen Menge verdiinnter Natron- 
lauge gelOst und durch Essigsiure wieder zum Ausscheiden 
gebracht, wobei sich in der 2. Portion sehr rasch, in der 1. 
viel langsamer und in viel geringerer Menge schwach gelbe, 
kleine Krystallaggregate des Xanthins ausschieden. 

Das Gewicht des so erhaltenen Rohxanthins betrug: 


I. Portion 0,0114 g 
Il. > 0,0d8 » 
Beim Umrechnen auf je 10 kg des Ausgangsmaterials: 
I. Portion 0,012 g 
II. > 0,053 » 
Somit konnte eine Zunahme des Xanthins bei der 
Verdunkelung nachgewiesen werden. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XIII, S. 432 (1889), 
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Die Xanthinpriiparate wurden durch folgende Reaktionen 
identifiziert : 

1. Nach Abdampfen mit Salpetersiure gab der gelbe Riick- 
stand mit Natronlauge eine schone rote Fiirbung, die beim Er- 
wiirmen in Purpurrot tiberging. 

2. Eine mit Natronlauge versetzte Losung von Natrium- 
hvypochlorit gab beim Eintragen einer kleinen Menge des Prii- 
parats aus der II. Portion einen olivgriinen Ring, der dann ins 
Braune uberging. Die Reaktion bei der |. Portion war lange 
nicht so gut — der olivgriine Ring war hier schlecht bemerkbar. 

3. Beim Abdampfen einer salzsauren Losung der Priiparate 
mit Kaliumehlorat gab das aus deg Il. Portion erhaltene eine 
rotbriunliche Farbung, die in einer Ammoniakatmosphiire in 
die charakteristische rosarote tiberging. Die Reaktion mit der 
I. Portion ergab keine deutliche Fiirbung. 

4. Das Xanthinpriiparat aus der II. Portion wurde durch 
die charakteristische Form der Silberverbindung unter dem 
Mikroskop identifiziert. Nach Versetzen einer ziemlich konzen- 
trierten salpetersauren Losung des Priiparats mit salpeter- 
saurem Silber entstand ein weifer Niederschlag, der sich beim 
Erwiirmen aufléste und nach dem Erkalten wieder in Form 
von kleinen kugelartigen Massen ausschied: dieselben bestanden 
aus diinnen gebogenen, haarartigen Nadeln.!) 

Aus den angefiihrten Reaktionen folgt mit Sicherheit, dab 
im Préparate aus den verdunkelten Pflanzen wirklich Xanthin 
vorlag, welches sich bei dem Verdunkeln gebildet haben mubte. 

Die aus der Salpetersiure beim Erkalten und Stehen aus- 
geschiedenen Silberverbindungen der anderen Nucleinbasen 
wurden mit warmem Schwefelammonium zerlegt und das Filtrat 
zur Trockene eingedampft; der Rtickstand wurde mit Ammoniak 
bei gelindem Erwiirmen behandelt, um die Trennung des Guanins 
vom Adenin und Hypoxanthin zu bewirken, die dabei in LOsung 
gehen muBten. Der ungeliste Riickstand, welcher das Guanin 
enthalten muBte, wurde mit dem Guanin vereinigt, welches im 
Schwefelsilberniederschlage zuriickgeblieben war und durch 

') Neubauer und Vogel, Anleitung z. qualitativen und quanti- 
tativen Analyse des Harns, 1898. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVII. 17 











Ove =e 
246 Alexander Kiesel. 


Krwirmen mit Salzsiure ausgezogen und mit Ammoniak ge- 
fiillt werden konnte. Die vereinigten guaninhaltigen Fraktionen 
wurden zur Reinigung mit einer geringen Menge schwacher 
Natronlauge unter schwachem Erwiirmen behandelt und das 
in LOsung gegangene Guanin mit Alkohol und KEssigsiiure aus- 
gefallt. Aus der I. Portion schied sich das Guanin allmiihlich 
in Form von charakteristischen Drusen aus, dagegen konnte 
aus der II. Portion nur eine kleine Menge eines flockigen 
Niederschlages erhalten werden, der keine Guaninreaktionen gab. 

Die Menge des Guanins betrug: 

I. Portion 0,0601 g, auf 10 kg berechnet 0,062 g 

IT. > 0 . 

Das nach beschriebenem Verfahren erhaltene Guaninpri- 
parat gab folgende Reaktionen: 

1. Beim Verdampfen mit Salpetersaure blieb ein gelblicher 
Riickstand nach, der mit Natronlauge eine rote Fiirbung gab, 
die beim Erwirmen in eine blaurote iiberging. 

2. Mit Ferricyankalium gab das Priaparat beim Stehen 
rote prismatische Drusen. 

3. Mit Metaphosphorsiure bildete sich sehr bald ein feiner 
weifber Niederschlag. 

4, Mit Pikrinsiiure versetzt schied sich das nadelfOrmige 
Pikrat aus. 

5. Beim Uberfiihren in das salzsaure Salz wurden die 
fiir dieses Salz charakteristischen feinen langen Nadeln erhalten. 

Demnach mufte Guanin vorliegen, welches sich bei dem 
Verdunkeln in der II. Portion umgewandelt haben mubBte. 
Es wire mit Riicksicht auf die fiir das Xanthin erhaltenen 
Resultate an eine Bildung von Xanthin aus dem Guanin 
zu denken. 

Die beim Digerieren in Ammoniak geldéste Menge der 
Nucleinbasen wurde zur langsamen Entfernung des Ammoniaks 
stehen gelassen, wobei sich ein feiner krystallinischer Nieder- 
schlag bildete. Da man aber nicht sicher sein konnte, aut 
diese Weise eine quantitative Trennung des Adenins vom Hypo- 
xanthin zu bewirken, wurde eine Trennung nach Bruhns!) 


') Diese Zeitschrift, Bd. XIV, S. 533 (1890). 
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mit 1,1°/o wasseriger Pikrinsiure im wiederaufgeliésten Nieder- 
schlage, sowie in der Fliissigkeit getrennt vorgenommen. 

Bei der Verarbeitung der I. Portion konnte aus dem in 
Wasser aufgelisten Niederschlage und ebenfalls in der Fliissig- 
keit eine sofortige Fiillung des Adeninpikrates (zusammen 
0.47 -+ O12 = 0,59 g) erhalten werden, welche sogleich ab- 
genutscht und mit kaltem Wasser ausgewaschen wurde. 

Die Il. Portion gab keine sofortige Fiillung mit Pikrin- 
siiure, wie in der Losung des Niederschlages, so auch in der 
Fliissigkeit. Bei 2tiigigem Stehen bildeten sich aber in der 
Losung des Niederschlages tafelformige Krystalle eines Pikrates 
(0,223 g), die kein Adeninsalz darstellen konnten. 

Aus der Menge des Adeninpikrates konnte die Menge des 
Adenins berechnet werden: 

I. Portion 0,59 g Pikrat = 0,22 g freies Adenin, auf 
10 kg berechnet: 0,228 g. 

II. Portion 0. 

Zur Identifikation des Adenins wurde aus dem Pikrat das 
freie Adenin wiedergewonnen und mit demselben die Reaktionen 
vorgenommen. Das Verfahren war folgendes: 

Das Pikrat wurde mit 10°/oiger Schwefelsdure zerlegt 
und die Pikrinsiiure durch Ausschiitteln mit Ather entfernt. 
Nach Entfernen der Schwefelsdure durch Baryt aus heiBer L6sung 
und des tiberschiissigen Baryums mit Kohlensiiure wurde das 
Filtrat zur Trockene eingedampft, in heifem Wasser auf- 
genommen und wieder eingedampft, wobei ein feiner krystal- 
linischer Riickstand erhalten wurde, der dann zu den Reaktionen 
senommen wurde. 

1. Die Xanthinprobe war negativ. 

2. Nach !/estiindigem Erwarmen im Wasserbade mit Zink 
und Salzséiure, wobei sich eine voriibergehende deutliche Rosa- 
firbung bemerkbar machte, wurde Natronlauge bis zur starken 
alkalischen Reaktion zugesetzt und von Zeit zu Zeit geschittelt. 
Nach einiger Zeit entstand in der Fliissigkeit die charakteristische 
Rosafirbung. 

3. Nach Aufldsen in schwacher Salzséure (getrennt vor- 
genommen fiir die beiden erhaltenen und zerlegten Pikratfal- 


17* 
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lungen) von 3—5 mg der Adeninpriéparate wurde tropfenweise 
ein berechneter UberschuB von Goldchloridlésung zugesetzt. 
Beim Stehen im Exsikkator schieden sich nach wenigen Stun- 
den die charakteristischen orangefarbigen, mit schiefen Fliichen 
versehenen Prismen des Goldchloriddoppelsalzes aus. 

+. Mit essigsaurem Kupfer gaben die Priparate keine 
Fiillung, was auf die Abwesenheit von Hypoxanthin in den- 
selben hinweist. 

Daraus ist also zu ersehen, dali das Adenin, welches 
in normalen Pflanzen enthalten war, bei Verdunkelung der 
Pflanzen bis auf nicht nachweisbare Spuren oder 
sogar vollstiindig verschwunden war, was wohl doch 
eher durch destruktive Prozesse zu erkliiren ist. 

Die beim Stehen aus der II. Portion (s. oben) ausge- 
schiedenen tafelformigen Krystalle des Pikrats, welches ver- 
mutlich eine Verbindung des Hypoxanthins darstellte, die sich 
beim Stehen in den genannten Bedingungen ausscheiden konnte, 
wurden mit 10°/oiger Schwefelsiéure zerlegt und die Pikrinsiure 
durch Ausschiitteln mit Ather entfernt. Nach dem Entfernen 
der Schwefelsiiure durch Baryt und des Uberschusses vom 
letzteren durch Kohlensiiure wurde die Fliissigkeit zur Trockene 
verdampft, der Riickstand in heifem Wasser gelést und wieder 
eingedamptt. 

Mit einem kleinen Teile des Riickstandes wurden folgende 
Reaktionen vorgenommen: 

1. Die Xanthinreaktion — vollig negativ. 

2. Mit essigsaurem Kupfer bildete sich sofort in der Kiilte 
ein hellgriiner flockiger Niederschlag, wie es fiir das Hypo- 
xanthin charakterisiert ist. 

3. Ein kleiner Teil des Riickstandes wurde in verdiinnter 
Salzsiure gelOst und mit Goldehlorid versetzt. Es entstanden 
beim Stehen im Exsikkator dabei keine fiir das Adenin charak- 
teristischen Krystalle. 

Der grote Teil des Priparates wurde in schwacher Sal- 
petersiure gelost, ein wenig eingedampft und stehen gelassen, 
wobei die sehr charakteristischen wetzsteinfOrmigen Krystalle 
des Hypoxanthinnitrats erhalten wurden. 
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Demnach konnte ein Teil des Hypoxanthins aus der 
I]. Portion in Form des Pikrats erhalten werden. 

Die nach dem Ausfiillen der Pikrate erhaltenen Losungen 
aus beiden Portionen wurden in der schon Ofters angegebenen 
Weise von der Pikrinsaure befreit und eingedampft. 

Nach dem Aufnehmen der Riickstiinde in heifem Wasser 
wurde das in Losung gegangene Hypoxanthin mit ammoniakalischer 
Silbernitratl6sung gefillt, ausgewaschen und mit Schwefelwasser- 
stoff zerlegt. Die zur Trockene eingedampften Filtrate wurden 
in heiBem Wasser aufgenommen und wieder abgedampft. Die 
so erhaltenen Riickstiinde (freies Hypoxanthin) wurden gewogen: 

I. Portion 0,055 g, auf 10 kg berechnet: 0,057 g. 

II. Portion 0,070 g, mit dem aus dem Pikrat (0,223 g) er- 
haltenen: 0,070 +- 0,079 = 0,149 g, auf 10 kg berechnet 0,136 g. 

Mit einem Teil der Priiparate wurden die oben unter 
| und 2 fiir das Hypoxanthin angegebenen Reaktionen ausge- 
fiihrt mit dem gleichen Ergebnis wie dort. 

Der Rest der aus beiden Portionen erhaltenen Priiparate 
wurde in das Nitrat tibergefiihrt, wobei die schon angegebene 
charakteristische Krystallform des Hypoxanthinnitrats fiir beide 
Praparate erhalten wurde. 

Daraus ist zu ersehen, dai waihrend der Verdunkelung 
eine VergroOBberung der Hypoxanthinmenge in den 
Pflanzen stattgefunden hat, und voraussichtlich hatte sich 
diese aus dem verschwundenen Adenin gebildet. 

Die erhaltenen Resultate lassen sich in folgender Tabelle 
zusammenstellen: 


semmeeeenel 




















Differenz 





Kontrollportion (I) , Verdunkelte Pflanzen 





~ | a g 
Guanin.... 0.062 0) - 0,062 
Xanthin. ... 0,012 (?) | 0,053 -+- 0,041 
Adenin. ... 0,228 | 0 — 0,228 
Hypoxanthin. . 0,057 | 0.136 +- 0,079 


Die Zahlen driicken die Menge der freien Nucleinbasen 
aus und beziehen sich auf je 10 kg des entsprechenden frischen 
Materials oder auf je 1128 g Lufttrockensubstanz. 
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Wenn man die Menge der Nucleinbasen fiir jede Portion 
summarisch ausdrtickt, so erhalt man: 

I. Portion — 0,359 g freier Nucleinbasen 
I]. » — O189g » » 

Somit hatte ich auch die Bestitigung meiner friiheren 
Angabe') uber die Verminderung der Nucleinbasenmenge bei 
Verdunkelung von Rotklee in diesem Falle bei Weifklee er- 
halten. Die Veranderung der Nucleinbasen bestand 
in einer starken Desamidation, die von weiterem Zer- 
fall begleitet war, die wohl, wie im Tierreich, der Tiitigkeit 
von Fermenten zuzuschreiben sind. 

Die Methoden, welche wir fiir die Isolierung der Nuclein- 
basen kennen, sind wohl nicht ohne Verlust, dennoch glaube 
ich, dab bei sorgfiiltigem gleichartigem Verfahren man zu ver- 
gleichbaren Zahlen kommen kann und die Unvollkommenheit 
der Methoden die erhaltenen Resultate nicht hinfallig macht. 

Kin anderer Versuch, vorgenommen mit Rotklee, sollte 
entscheiden, ob sich nicht etwa bei Verdunkelung doch Harn- 
siiure in Pflanzen bilden sollte. 

Die Verdunkelung dauerte 5 Tage lang, wobei fiir die 
Kontrollportion, in der auch die Nucleinbasen untersucht wurden, 
8,3 kg, fiir die verdunkelte Versuchsportion 7,2 kg frischer 
Pflanzen verwendet wurden. 

Das Verfahren zum Ausscheiden der Harnsiiure entsprach 
den Angaben von Kriiger und Salomon,?) wobei zuerst die 
durch Bleiessig fiillbaren Substanzen entfernt und das_tber- 
schiissige Blei durch Schwefelwasserstoff ausgeschieden wurde. 

In beiden Portionen konnte ich nicht die ge- 
ringste Spur Harnsdure nachweisen. 

In der Kontrollportion wurden nach dem Abtrennen der 
«Harnsiiure» die 4 Nucleinbasen Xanthin, Guanin, Adenin 
und Hypoxanthin nach dem oben fiir Weibklee beschriebenen 
Verfahren nachgewiesen. 

Die Entscheidung der Frage, ob sich bei dem Verschwinden 
der Nucleinbasen in Pflanzen Allantoin bildet, soll den Gegen- 
stand einer nichsten Untersuchung bilden. 


1) |. ¢. 2) Diese Zeitschrift, Bd. XXVI. S. 373. 

















Beitrage zur Biochemie der Mikroorganismen. 
Von 
Hartwig Franzen. 
Ill. Mitteilung. 


Uber die Vergarung der Ameisensaure durch Bacillus 
Phlymouthensis. 


Von 
Hartwig Franzen und G. Greve. 


(Mitteilung aus dem chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Juni 1910.) 


Die theoretischen Erorterungen zu dieser Abhandlung sind 
schon in der zweiten Mitteilung!) gegeben worden, sodaf sich 
nur noch eriibrigt, das notige Zahlenmaterial mitzuteilen. 


A. Stamm Kral. 


a) Caleiumformiat. 
A. we*. 
Tabelle Nr. 33. 


0.4602 g Ameisensaéure als Natriumformiat bei 27°. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis Kral. 











Zeit ; Noch Noch a ee 
Kalomel vorhandene  vorhandene bey ae 
7 HCOOH | HCOOH HCOOH HCOOH 
lagen g o fg r _ 

1 4.7016 0.4595 | 99 84 0.0007 0.13 
2 4.4548 0,4354 94,60 0.0248 5,40 
3 | 48374 0.4239 | 92,11 0,0363 7,89 
4 4.2940 0.4196 91,39 , 0,0406 8.61 


1) Diese Zeitschrift, Bd. LXIV, S. 169 (1910). 
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Tabelle Nr. 34. 


0.4602 g Ameisensiure als Natriumformiat bei 27°. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis Kral. 











Zeit , och | ane Vergoren | Vergoren 

Kalomel vorhandene | vorhandene ™ ile 
am HCOOH | HCOOH HCOOH | HCOOH 
lagen f o | 1g o lg 

I 4,705: O4596 | 99,88 0.0006 0,12 

2 44472 0.4346 | 9444 | 0,0256 5,66 

3 4.2396 04231 | 91,94 0.0371 8,06 


Die Neutralisation der Néhrbouillon wurde mit Hilfe von 
Lackmuspapier als Indikator durchgefiihrt; die Kolben wurden 


nach Methode 1 geimpft. 

Was die makroskopischen Erscheinungen anbelangt, so war eine 
Farbstoffbildung iiberhaupt nicht zu bemerken; schon nach 1 Tag war 
ein erheblicher Niederschlag von Calciumcarbonat, der sich am folgenden 
Tage noch vermehrte, zu bemerken. 


Vergleich der gefundenen relativen Werte. 


Tabelle Nr. 33 34 
1. Tag 0,16 0,12 
2. » D.40 5.66 
3. 7.89 8.06 
4. 8.61 — 


Mittlere Tabelle. 


|. Tag O14 
5.09 
3. 7.98 
¥ 8.61 


Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 


Tabelle Nr. 33 34 
1. Tag + 0,02 — 0,02 
2, — 0,13 +. 013 
3. — 0,09 +. 0,08 
4. + 0,00 — 


Die Abweichungen der gefundenen von den mittleren 
Werten sind recht klein, sie schwanken zwischen -++- 0,13°/o 


und -— 0,13 °/o. 
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Menge der wihrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensiiure. 


Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages 014 
2. 5,39 
ss > 2,40 
4,» 0,63 
Vergleich der gefundenen absoluten Werte. 

Tabelle Nr. 33 34 

1. Tag 7 6 

2 248 256 

3 363 37 1 

f 106 - 


Mittlere Tabelle. 


1. Tag 7 
2. 252 
J. 367 
4. 406 
Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 

Tabelle Nr. 33 34 

1. Tag + 0 — | 

2. — 4 -- + 

3. — 4 -+- 4 

4. + 0 — 


Die Abweichungen der gefundenen von den mittleren 
Werten sind recht klein, sie schwanken zwischen —+- 0,0004 g 
und — 0,0004 g. 


Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 


— 


Ameisensiiure. 


Innerhalb des sind vergoren HCOOH 

1. Tages 7 

2. 24) 

3. 115 

4, » 39 
In 4 Tagen werden 0.0406 g = 8,61°o Ameisensiiure 
vergoren; die grobte Giirungsintensitét liegt innerhalb des 
2. Tages; innerhalb dieses Tages werden 0,0245 = 5,39°/o 


Ameisenséure vergoren: die Girung ist nach 4 Tagen noch 
nicht beendet. Merkwiirdig ist, da innerhalb des 1. Tages 
sO wenig Ameisensiure vergoren wird. 
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2, 37°. 
Tabelle Nr. 35. 


0.4602 ¢ Ameisensiure als Calciumformiat bei 37°. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis Kral. 









Zeit Noch Noch r se ae 
ie Kalomel | vorhandene | vorhandene Vergoren \ “—" " 
_ HCOOH | HCOOH HCOOH HCOOH 
lagen g | g | V9 g %o 
I £7114 0.4604 100,05 | 0,0002 +. 0,05 
2 4.3162 04218 91.66 | 0,038 | —834 
3 4.3259 Q.4227 | 91,85 0.0375 | 8,15 
4 4,3274 |  0,4229 91.89 | 0,0373 8.11 
5 4.3206 | 0.4222 91,75 0.0380 8.25 


Tabelle Nr. 36. 
0.4602 g Ameisensiiure als Calciumformiat bei 37°. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis Kral. 

















Zeit : Noch ee Noch Vergoren | Vergoren 
;' Kalomel | vorhandene | vorhandene | . | © 
Ris HCOOH | HCOOH | HCOOH | HCOOH 
I agen g g | 0/5 g 9/9 
I 4.7098 0.4603 100,01 | 0,0001 +- 0,01 
2 4.3218 0.4224 91,77 | 0,0378 | 8,23 
’ | 
3 4.3306 0.4252 91,96 | 00,0370 | 8,04 
‘ 4.3196 0.4221 | 91,73 | 00381 | = 827 
5 4.3138 0.4216 91,61 | 00386 | 8,39 


Die Neutralisation der Bouillon wurde mit Hilfe von 
Lackmuspapier als Indikator durchgefihrt: die Kolben wurden 
nach Methode 1 geimpft. 

Was die makroskopischen Erscheinungen anbelangt, so war Far))- 
stoffbildung nicht zu bemerken; am Boden des Kolbens war ein dicke 
Niederschlag von Calciumcarbonat vorhanden. 


Vergleich der gefundenen relativen Werte. 





Tabelle Nr. 35 36 
1. Tag +- 0,05 +. 0,01 
2. — 8,34 — 8,23 
3. 8,15 8,04 
4, » 8,11 8,27 


5. » 8.25 8.39 
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Mittlere Tabelle. 


1. Tag +- 0,03 
2 — 8.29 
a 8.10 
b. 8,19 
5. » 8,32 


Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten 


Tabelle Nr. 35 36 
1. Tag + 0,02 — 0.02 
2. » + 0,05 — 0,06 
3. +- 0,05 — 0,06 
4.» — 0,08 +- 0,08 
5. » — 0,07 +- 0.07 


Die Abweichungen der gefundenen von den mittleren 
Werten sind sehr klein, sie schwanken zwischen -- 0,08° 0 
und — 0,08 °/o. 


Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensaure. 


(Berechnet aus der mittleren Tabelle.) 


Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages +- 0,03 
2. — $32 
3.» + 019 
4, — 0,09 
5. — 0,13 


Vergleich der gefundenen absoluten Werte. 


Tabelle Nr. 35 36 
“* Tag + 2 +. f 
2. — 384 — 378 
3. 375 370 
4, >» 37: 8 | 
& 380 IS 


l 

2 381 
3. >» 373 
{ 377 
) 


> 383 
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Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 


Tabelle Nr. 35 36 
1. Tag + 0 — 1 
o. +- 3 — 3 
3. +. 2 — 3 
4, — 4 +. 4 
a — 3 + 3 


Die Abweichungen der gefundenen von den _ mittleren 
Werten sind sehr klein, sie schwanken zwischen -+- 0,004 g 
und 0,004 g. 





Menge der wihrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensdure. 


Berechnet aus der mittleren Tabelle.) 


Innerlialb des sind vergoren HCOOH 

1. Tages +. 2 

2. — 383 

3 a 

4. 4 

D. — 6 
In fiinf Tagen werden 0,0383 = 8,32°/o Ameisensiiure 
vergoren. Die grote Gérungsintensitiét liegt innerhalb des 
2. Tages: innerhalb dieses Tages werden 0,0383 g = 8,32°/o 


Ameisensiiure vergoren. Nach dem zweiten Tage ist die Garung 
beendet, die an den folgenden Tagen erhaltenen Zahlen zeigen 
gegeniiber denen des 2. Tages nur sehr geringe Unterschiede. 
Innerhalb des 1. Tages wird tiberhaupt keine Ameisensiure 


vergoren. 
Vergleich der bei den verschiedenen Temperaturen 
erhaltenen Zahlen. 


Bei beiden Temperaturen liegt die grofte Gérungsintensitiil 
innerhalb des 2. Tages: bei 27° wird innerhalb dieses Tages 


0.0245 g¢ = 5,39° o Ameisensiiure vergoren, bei 37° 0,0383 g 
— 8320/9. Wiihrend bei 37° die Giarung nach 2 Tagen be- 


4 


endet ist, ist sie bei 27° nach 4 Tagen noch nicht beendet. 
Bei 27° wird etwas mehr Ameisensiiure vergoren als bei 37°: 


die Unterschiede sind aber nur sehr geringfiigig. 
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8) Natriumformiat. 
L. Fe*. 
Tabelle Nr. 37. 
0,4602 g Ameisensiiure als Natriumformiat bei 17° 
Bakterium: Bae. Plymouthensis Kral. 











reer ener reer er 
70H le Noch Noch Vergoren Vergoren 
Kolben Ka] 1 | vorhandene | vorhandene © 
n Kalome vorhandene  vorhandene HCOOH | HCOOH 
7 —— HCOOH HCOOH 
| agen ANT’. oO Oo O15 oO 0 rn) 
— +) / =] j 
7; 7 4.5002 0,4398 95,56 0.0204 14 
and Ad ~~ F ~—) ~ fs 
: | 4 4.1176 0.4024 87,44 0.0578 12,56 
3), — . 
4 | 3 4.0254 0.3934 85.48 0.0668 14,52 
y 4 3.6014 0.3520 76,48 0.1082 23,52 
6 5 3.2636 O,3189 HSL O,1415 50,69 
Fj 6 3.0846 0.3015 65.50 O,1587 34,90 
8 | 7 2 9630 0.2896 62.92 0.1706 37.08 
g | 8 2 8954 0.2830 61,49 0,1772 38,5 
10 9 2. S197 0.2756 DYS8 O.1846 4),12 


Die Neutralisation der Bouillon wurde mit Hilfe von 
Phenolphthalein als Indikator durchgefiihrt: die Kolben wurden 
nach Methode 1 geimpft. 

Makroskopische Erscheinungen: 

Nach 1 Tag: Schwache Triibung, Ansitze zur Hautbildung scheinen 
vorhanden zu sein, kein Farbstoff, kein Bodensatz; Kolben sehen gleich- 
miifig aus. 

Nach 2 Tagen: Triibung etwas stirker als am Tage vorher. Haut- 
bildung nicht fortgeschritten, an der Wandung des Glases, dort wo die 
Fliissigkeit aufhért, einige schwach rosenrote Partien, kein Bodensatz ; 
Kolben sehen gleichmafiig aus. 

Nach 3 Tagen: Ziemlich starke Triibung, Kolben 4 und 6 etwas 
stiirker getriibt als 5, 7, 8, 9, auf Kolben 4 und 6 wenig rosenrote nicht 
zusammenhiingende Haut, auf den anderen Kolben keine Haut, sonst kein 
Farbstoff, kein Bodensatz: Kolben sehen im allgemeinen gleichmifig aus. 

Nach 4 Tagen: Ziemlich starke Triibung, Kolben 6 und 7 etwas 
stiirker getriibt als 5, 8, 9; auf Kolben 6 und 7 diinne schwach rosenrote, 
nicht zusammenhiangende Haut, auf den anderen Kolben schwache An- 
siitze zur Hautbildung, kein Farbstoff, kein Bodensatz: Kolben sehen 


gleichmafig aus. 
Nach 5 Tagen: Starke Triibung, auf allen Kolben nicht zusammen- 
hingende Haut; auf Kolben 6 ist die Haut schwach rosenrot, auf den 
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anderen Kolben farblos, kein Farbstoff, wenig Bodensatz; Kolben sehen 
cleichmaéMg aus. 

Nach 6 Tagen: Starke Triibung, auf Kolben 6 keine Haut, dafiir 
am Boden viel Bakterienmasse, auf Kolben 7, 8, 9 farblose Haut, am 
Boden weniger Bakterienmasse, kein Farbstoff; Kolben sehen im all- 
gemeinen gleichmaMg aus. 

Nach 7 Tagen: Starke Triibung. auf Kolben 7 und 9 keine Haut, 
etwas Haut auf Kolben 8, kein Farbstoff, viel Bodensatz; Kolben sehen 
sleichmiifiig aus. 

Nach 8 Tagen: Sehr starke Triibung, auf Kolben 8 etwas Haut, 
welche zum Teil untergetaucht ist, auf Kolben 9 keine Haut; in beiden 
Kolben am Boden viel Bakterienmasse; die Haut scheint bald nach Bil- 
dung immer wieder zu Boden zu sinken; keine Farbstoffbildung; Kolben 
sehen gleichmiafig aus. 

Nach 9 Tagen: Wie am Tage vorher, keine Haut, Bouillon gelb, 
viel Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 10 Tagen: Wie am Tage vorher. 

Tabelle Nr. 38. 
0.4602 g¢ Ameisensiiure als Natriumformiat bei 17°. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis Kral. 























wis Kolben Kalomel a Bc a _—— | —— 
in HCOOH | HcooH | HCOOH | HCOOH 
Tagen Nr. “ o | oF | ¢ | jy 
l l 4.5128 0.4410 95,83 | 00192 | 4,17 
2 3 | 4,0828 0.3990 86,70 | 00611 13,30 
3 5 | 39532 03863 | 8395 | 0,0739 | 16,05 
f 7 83,9324 0.3843 | 83,50 0,0759 16,50 
5 ) 3.9364 0.3847 83,59 | 0.0755 | 16,41 
Tabelle Nr. 39. 
0.4602 ¢ Ameisensiiure als Natriumformiat bei 17 °. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis Kral. 
Zeit ee ee | bad wed Vergoren | Vergoren 
‘imi ae a. 
Tagen Nr. o g 0/5 g | O/y 
I 2 | 45014 0.4399 | 95,59 | 0,0203 4,41 
2 ' 4.0956 0,002 86,97 0,0600 13,05 
3 6 3.9726 0.3882 84,36 | 0,0720 15,64 
{ 8 3.9154 0.3826 83,14 | 00,0776 16.86 
5 10 3.8982 0.3810 82,78 0.0792 17,22 
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Die Kolben wurden nach der 2. Methode besiit. Die 
Neutralisation der Bouillon wurde mit Hilfe von Phenolphthalein 
als Indikator durchgefiihrt. 

Makroskopische Erscheinungen. 

Nach 1 Tag: Mittelstarke Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, 
kein Bodensatz, an der Oberflache vereinzelte kleine Schaumblasen; 
Kolben sehen gleichmiifiig aus. 

Nach 2 Tagen: Triibung stirker als am Tage vorher, ganz kleine 
rosenrote Hautschollen, sonst kein Farbstoff, kein Bodensatz; Kolben 
sehen gleichmafig aus. 

Nach 3 Tagen: Starke Triibung, Kolben 5 etwas weniger stark 
cefarbt als 5, 9, 10, viele sehr kleine Hautschollen von rosenroter Farbe, 
sonst keine Farbstoffbildung, etwas Bodensatz, anscheinend zu Boden ge- 
sunkene Hautschollen; Kolben sehen gleichmiifig aus. 

Nach 4 Tagen: Starke Triibung, Hautbildung nicht fortgeschritten, 
die ganze Fliissigkeit ist schwach rotlich gefirbt, etwas mehr Bodensatz 
als am Tage vorher; Kolben sehen gleichméafig aus, 

Nach 5 Tagen: Wie am Tage vorher; Kolben sehen gleich- 
miifig aus. 

Versuchsreihe 37 wurde 6 Wochen friither als Versuchsreihe 38 und 
34, welche gleichzeitig angesetzt wurden, angesetzt. 


Vergleich der gefundenen relativen Werte. 


Tabelle Nr. 37 38 39 
1. Tag 4,44 4.17 4.41 
2. » 12.56 13,30 13,03 
: a — 16,05 15,64 
4,» 14,52 16,50 16,86 
5. 23,52 16,41 17,22 
6. » 30.69 — 

7 34,50 ~- — 
8. » 37.08 — oe 
9, >» 38,51 —- — 
10. >» 40,12 — _ 


Da die in Versuchsreihe 37 gefundenen Werte bedeutend von den 
in Versuchsreihe 38 und 39 gefundenen Werten abweichen, und da die 
Werte in 38 und 39 ganz gut iibereinstimmen, soll nur das Mittel aus 
v5 und 39 genommen werden. 38 und 39 wurden zu gleicher Zeit an- 


gesetzt. 
Mittlere Tabelle aus 38 und 39. 
1. Tag 4,29 
2. 13.17 
3. 2 15.85 
4, > 16,68 


DD. » 16,82 
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Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 


Tabelle Nr. 37 38 39 
1. Tag +- 0,15 — 0,12 -+- 0,12 
2. — 0,61 +. 0,13 — 0,14 
3 — + 0,20 — 0,21 
( — 2,16 — 0,18 +- 0,18 
5. > +. 6,70 — 0,41 + 0,40 


Die Abweichungen der gefundenen von den mittleren 
Werten sind bei 38 und 39, abgesehen von den Zahlen des 
letzten Tages, recht klein, dagegen bei 37 recht groB. 


Menge der wiihrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensiiure. 


Innerhalb sind vergoren HCOOH 
des Tabelle Nr. 37 Mittel aus 38 und 39 
1. Tages 4 4 4.29 
2. 8,12 8.88 
} — 2.68 
4, — 0.83 
5, 9 00 O.14 
b ahd 
7 3,81 
8 2 58 
9. 143 
10. 1.61 
Vergleich der gefundenen absoluten Werte. 
Tabelle Nr. 37 38 39 
i. Tag 204 192 203 
$i 578 612 600 
3 _— 739 720 
t. 668 799 776 
Dd. 1082 75D) 792 
6. 1413 
re L587 
8.» 1706 
9. 1772 
10. » 18-46 
Mittlere Tabelle aus 38 und 39. 
1. Tag 198 
2. 606 
3. 730 
4. > 768 


5. ; 773 
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Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten., 








Tabelle Nr. 37 38 39 
1. Tag + 6 — 6 + 95 
2. » — 28 + 6 — 6 
3 ; — + 9 — 10 
h > — 100 — g +. § 
5) ~ + 309 — 18 + 19 


: i 
Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensiure, 

Innerhalb sind vergoren HCOOH 

des Tabelle Nr. 37 Mittel aus 38 und 39 


1. Tages 204 198 
2. > 374 408 
a > — 124 
4, > — 38 
5. 414 
6. > 331 
7. »% 74 
8. 5 119 
9, > 66 

10. 74 


Versuchsreihe 38 und 39 zeigen untereinander, abgesehen 
von den Zahlen des letzten Tages, eine recht gute Uberein- 
stimmung: beide Versuchsreihen wurden gleichzeitig mit der- 
selben Bouillon angesetzt. Versuchsreihe 37 zeigt mit 38, 39 
keine gute Ubereinstimmung. Diese Nichtiibereinstimmung driickt 
sich in den makroskopischen Erscheinungen aus. Versuchsreihe 
37 zeigt auch sonstige Unregelméfigkeiten, welche sich eben- 
falls aus den makroskopischen Erscheinungen herauslesen lassen ; 
dagegen zeigen 38 und 39 einen regelmabigen Girungsverlauf, 
und dieser driickt sich auch in den makroskopischen Erschei- 
nungen aus. Die Unterschiede zwischen diesen beiden Gruppen 
von Versuchsreihen lassen sich wohl auch auf eine verschiedene 
Zusammensetzung der zur Anwendung gekommenen Bouillon 
zuruckfiihren; die Abweichung am 5. Tage in Versuchsreihe 
38, 39 wird wohl durch eine Verschiedenheit in der Luft- 
zutiihrung bedingt sein. Fir Vergleichszwecke soll nur das 
Mittel aus den Versuchsreihen 38 und 39 herangezogen werden. 

In 5 Tagen werden 0,0773 g — 16,82°/o Ameisensiaure 
vergoren. Die gréfSte Gérungsintensitat liegt innerhalb des 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVII. 18 
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2. Tages: innerhalb dieses Tages werden 0,0408 g = 8,88° 
Ameisensiure vergoren; nach diesem Tage fallt die Garungs- 
intensitiit rasch ab und sie scheint nach 5 Tagen ihr Ende 
erreicht zu haben. 
2. 31°. 
Tabelle Nr. 40. 


0,4602 g Ameisensiure als Natriumformiat bei 21°. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis Kral. 

















Zeit | | Noch | Noch | Vergoren | Vergoren 
ss Kolben) Kalomel | vorhandene vorhandene | HCOOH | HCOOH 
aan Nr | HCOOH HCOOH | 

Tagen| 4°. o | g | Fo | g | Vy 

1 | 41 | 44662 | 0,4365 | 94,84 0,0237 5,16 
2 | 3 3,9872 | 0,3897 | 84,67 0,0705 15,33 
3 1 5 3,8030 | 00,3716 | — 80,76 0.0886 | 19,24 
4 | 7 | 35180 | 0,3438 | 74,70 0,1164 | 25,30 
5 | 9 | 35058 | 03426 | 74,45 | 0,176 | 25,55 





Tabelle Nr. 41. 
0.4602 g¢ Ameisensiure als Natriumformiat bei 21°. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis Kral. 

















Zeit |, | Noch | Noch | Vergoren | Vergoren 
; Kolben) Kalomel | vorhandene | vorhandene | HCOOH | HCOOH 
| oe HCOOH | HCOOH | ~*~ 

Tagen) 4" | g | g | °/o | 8g %o 

| | | | | 
1 | 2 | 44814 04380 | 95,17 | 0,0222 4,83 
2 | 4 | 40028 | 0.3912 | 85,00 | 0,0690 | 15,00 
3 | 6 | 3.7846 | 03699 | 80,37 | 00903 | 19.63 
| j | 
4 | 8 | 35340 | 03455 | 75,03 | 0.1147 24.95 
= Ps en _ | _ _e = 





Die Kolben wurden nach der 2. Methode besat. Die 
Bouillon wurde mit Hilfe von Phenolphthalein als Indikator 
neutralisiert. 

Makroskopische Erscheinungen. 

Nach 1 Tag: Mittelstarke Triibung, keine Haut, kein Farbstoft, 
auf der Oberflaiche einige kleine Schaumblasen, kein Bodensatz; Kolben 
sehen gleichmafig aus. 

Nach 2 Tagen: Sehr starke Triibung, ganz feine rosenrote Hau, 
sonst kein Farbstoff, kein Bodensatz; Kolben sehen gleichmafhig aus. 
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Nach 3 Tagen: Sehr starke Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, 
etwas Bodensatz; Kolben sehen gleichmiafig aus. 

Nach 4 Tagen: Sehr starke Triibung, feine farblose zusammen- 
hingende Haut, kein Farbstoff, etwas Bodensatz; Kolben sehen gleich- 
mafig aus. 

Nach 5 Tagen: Sehr starke Triibung, Haut zum gréften Teil zu 
Boden gesunken, kein Farbstoff, viel Bodensatz; Kolben sehen gleich- 
miafig aus. 

Versuchsreihe 40 und 41 wurden zu gleicher Zeit angesetzt 


Vergleich der gefundenen relativen Werte. 


Tabelle Nr. 40 41 
1. Tag 5.16 4.83 
2. » 15.33 15,00 
3. 19, 24 19.63 
4, >» 25,30 24,95 
5. » 25,59 — 

Mittlere Tabelle. 

1. Tag 5,00 

2. » 15,17 

3 19,44 

4 > 25,13 

a. 25,59 


Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 


Tabelle Nr. 40 41 
1. Tag +- 0,16 — 0,17 
= 3 + 0,16 nee O99 
3. — 0,20 +. 0,19 
4, >» +- 0,17 — 0,18 
5. > + 0,00 — 


Die Abweichungen der gefundenen von den mittleren 
Werten sind recht klein; sie schwanken zwischen -+- 0,19°/o 
und — 0,20 °/o. 

Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 

Ameisensdure. 
(Berechnet aus der mittleren Tabelle.) 


Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages 5,00 
2. 10.17 
3. 4,27 
4, > 5.69 
5. 0,42 


18* 
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Menge der waihrend der einzelnen Tage vergorenen HCOOH. 


Innerhalb sind vergoren HCOOH 
des Tabelle Nr. 40 41 

1. Tages 5.16 4.83 

2. « 10,17 10,17 

3 » 3,91 4.63 

4 6.06 5.52 

dD. 0.25 a 


Vergleich der gefundenen absoluten Werte. 





Tabelle Nr. 40 41 
1. Tag 237 222 
2. 709 690 
a. 8&6 903 
4, > 1164 1147 
5. 1176 — 


Mittlere Tabelle. 


1. Tag 230 

2. » 698 

3. 2 895 

4, > 1156 

5. » 1176 

Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 

Tabelle Nr. 40 4 
1. Tag + 7 — 8 
2. + 7 8 
3. — © 4.8 
4, > +. 8 — 9 
3. + (0 _ 


Die Abweichungen der gefundenen von den mittleren 
Werten sind recht klein, sie schwanken zwischen -+ 0,0008 g 
und — 0,0009 g: halten sich also innerhalb der Versuchsfehler. 

Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 


Ameisensiéiure. 
(Berechnet aus der mittleren Tabelle.) 


Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages 230 
2, » 468 
3. : 197 
4. 261 
Dd, 20) 
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Menge der wihrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensiiure. 


Innerhalb sind vergoren HCOOH 
des Tabellen Nr. 40 41 

1. Tages 237 929 

2. 468 468 

3. 181 213 

4. 278 244 

a > 12 


Die beiden Versuchsreihen, welche mit derselben Bouillon 
angesetzt wurden, stimmen sehr gut iiberein, Abweichungen, 
welche auf eine Verschiedenartigkeit der Luftzuftihrung zuriick- 
gefiihrt werden miuibten, kommen nicht vor. 

Nach 5 Tagen sind 0,1176 g = 25,55°/o Ameisensiiure 
vergoren. Die grofite Giirungsintensitit liegt innerhalb des 
2. Tages: innerhalb dieses Tages werden 0,0468 g = 10,17°/o 
Ameisensiiure vergoren. Die Girungsintensitiit fiillt dann all- 
miihlich ab und scheint nach 5 Tagen fastihr Ende erreicht zu haben. 

3. 27°. 

Ein Teil der Versuchsreihen, welche tiber die Vergiarung 
der Ameisensiure durch Bac. Plymouthensis Kral bei 27° 
vorliegen, wurde im Sommersemester 1908 ausgeftiihrt (Ver- 
suchsreihe 42, 43, 44, 45), ein anderer Teil im Wintersemester 
1908/09 (Versuchsreihe 46, 47 und 48): zwischen der Aus- 
fiihrung dieser beiden Gruppen von Versuchsreihen liegt ein 
Zeitraum von 3!/2—4 Monaten. Da diese beiden Gruppen von 
Versuchsreihen keine gute Ubereinstimmung zeigen, sollen sie 
besonders aufgefiihrt werden. 

Tabelle Nr. 42. 
0.4602 ¢ Ameisensiiure als Natriumformiat bei 27°. 


Bakterium: Bac. Plymouthensis Kral. 























Zeit | Kal ) | — eee | Vergoren Vergoren 
; Aalome vorhancene | vorhandene | . 
a ad O00 ,00 
_in | HCOOH | HCOOH | HCOOH | HCOOH 
lagen | e | e Oi | g | fy 
1 | 44310 | 04330 | 94,09 0,0272 | 5,1 
| ac ” . 
2 | 40428 | 03951 | 85,85 0,065 1 14,15 
3 | 38,7196 | 0.3635 | 78,99 | 0.0967 21,01 
4 | 33698 | 032938 | 71,56 0.1309 28,44 


) | — — 
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Tabelle Nr. 43. 


0.4602 g Ameisensiure als Natriumformiat bei 27°. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis Kral. 














Zeit Kalomel a une Vergoren _ Vergoren 
. aiome vornandene vornanaene re \1 
im HCOOH | HCOOH — | 
lagen g g | °/o g °/o 
l 45054 04403 | 95,67 | 0.0199 | 4.33 
j 
2 | 38,9371 | 03848 | 8361 | 0,0754 | 16,39 
3} — | se | _ | _ | an 
4 | 33996 | 0.3322 | 7219 | 04280 | 27,81 
5 3.2654 | 08191 | 6934 | 01411 | 30,66 





Tabelle Nr. 44. 


0.4602 g Ameisensiure als Natriumformiat bei 27”. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis Kral. 




















| 




















Zeit . ; Noch | Noch | Vergoren | Vergoren 
‘in | Kalomel | eae” | | HCOOH | HCOOH 
Tagen | g g Of | g | 9/9 
1 | 45006 | 04398 | 95,57 | 00204 | 4,43 
2 | 3.9686 | 0.3878 | 8428 | 00724 | 15,72 
3 3.7052 | 0.3621 | 7868 | 00981 | 21,32 
pf = | - | = | = | |= 
5 | 3.5428 | 03462 | 7523 | 0,140 | 24,77 
Tabelle Nr. 495. 
0,4602 g Ameisensdure als Natriumformiat bei 27°. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis Kral. 
Zeit | Kalomel | Re | i | vee si 
a | HCOOH | HCOOH | aioe —— 
Tagen | g | g | 9 | g Fo 
ce op a am fas | on ‘ans 
2 | 89724 | 0.3882 84,35 | — 0,0720 15,65 
3 | 3,7130 | 03629 | 7885 | 0,0973 21,15 
( | 3.5956 03514 | 76,35 0.1088 23.65 
5 | 3.5514 03471 | 7542 | 01134 24.58 
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Die Neutralisation der Bouillon erfolgte bei diesen Ver- 
suchsreihen mit Lackmuspapier als Indikator; die Kolben 
wurden nach Methode 1 geimpft. 

Versuchsreihen 42, 43 wurden gleichzeitig angesetzt und 
ebenso Versuchsreihen 44, 45. Zwischen der Ausfiihrung der 
beiden Versuchsreihen (42, 43 und 44, 45) lag ein Zwischen- 
raum von 2 Wochen. 


Vergleich der gefundenen relativen Werte. 





Tabelle Nr. 42 43 44 45 
1. Tag 5,91 4.33 4,43 — 
g > 14.15 16,39 15,72 15,65 
% + 21,01 ~_ 21,32 21,15 
4. > 28 44 27,81 on 23.65 
& 3 = 30,66 24,77 24,58 
Mittlere Tabelle. 
1. Tag 4,89 
2. » 15,48 
a 21,16 
4, >» 26,63 
D. > 26.67 
Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 
Tabelle Nr. 42 Ai 44 45 
1. Tag +- 1,02 — 0,56 — 0,46 _ 
2, » -133 , + 0,91 +. 0,24 + 0,17 
3, > — 0,15 ot +. 0,16 — 0,01 
4, » + 1,81 + 1,18 - — 2,98 
5. » aa + 3,99 — 1,90 — 2,09 


Merzt man die 


erhalt man folgende korrigierte Tabelle. 
Korrigierte mittlere Tabelle. 


1. Tag 
2. » 
a 
4,» 
5.» 


4.38 
15,92 
21,16 
23,65 
24,68 


wahrscheinlich falschen Zahlen aus, so 


Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 


1. Tag 
2. » 
3. >» 
4, > 
Dd. > 


_Tabelle Nr. 42 
+ 1,53 


1,77 


- 0,15 


43 
— 0,05 


+ 0,47 


+416 
+ 5 


+4 


aa 0.05 
—- O90 
-++- 0.16 


a 0.09 


45 
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Abgesehen von den eingerahmten Zahlen bewegen sich die 


Differenzen zwischen den Zahlen +- 0,47°/o und — 0,270. 
Innerhalb des sind vergoren Ameisensiure 
1. Tages 4,38 °/o 
2. 11,54 °/o 
3. 5,24 °/o 
4. 2,49 °/o 
5. 1,03 %o 


Tabelle Nr. 42 43 44 4D 
1. Tag 272 199 204 — 
. 651 7 D4 724 720 
3. 467 one 981 973 
j 1309 1280 _— 1088 
y _ 1411 1140 1131 
Mittlere Tabelle. 

1. Tag 225 

2, > 712 

3. 974 

4. 1226 

5, 1227 


Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 
Tabelle Nr. 42 43 44 


1. Tag +. 4 


| 


4D 


26 | - 
42 +. 12 4+ 8 
8. >» oe a = @ 
” 4 3 ray oy — 138 
"484 — 87 —— 





Merzt man die wahrscheinlich fehlerhaften Zahlen aus. 
so erhiilt man folgende korrigierte mittlere Tabelle: 


Korrigierte mittlere Tabelle. 


1. Tag 202 
2. 3 733 
3. 974 
4,» 1088 
Dd ¢ 1136 
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Abweichung der gefundenen von den korrigierten mittleren 
Werten. 


Tabelle Nr. 42 43 44 45 
1. Tag +- 70 — ; +. 2 — 
- 4 82 + 21 — — 13 
3.» owe +. 7 — 1 
4, > 1. 221 +- 192 — + 0 
5, » a +- 275 +- 4 — § 


Abgesehen von den eingerahmten Zahlen bewegen sich 
die Differenzen zwischen +- 0,0021 g und — 0,0013 g. 


Innerhalb des sind vergoren Ameisensiure 
1. Tages 202 
2 531 
3. 241 
4.  » 114 
5. 48 


Tabelle Nr. 46. 
0,4602 g Ameisensiure als Natriumformiat bei 27 °. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis Kral. 




















} 











Zeit |, le Noch | Noch Vergoren | Vergoren 

we \Kolben| Kalomel vorhandene | vorhandene | HCOOH | HCOOH 
Pte | HCOOH | HCOOH | | 

Tagen} TF. | o t | %/ | g |  % 
1 1 | 4,5238 0.4421 | 96,06 OO 3,94 
2 2 4.0312 0,3939 | 85,60 0,0663 14,40) 
3 | | | ae ee oe 
4 3 | 38,7546 03669 | 79,73 0,0933 | 20,27 
5 4 3,5828 03501 | 76,08 0.1101 23,92 
6 5 3,3652 03289 | 71,46 0.1313 O8 54 
7 6 | 38,2438 0.3170 | 68.88 01432 31,12 
8 7 | 3,1336 0.3062 | 66.54 0.1540 33,46 
9 8 | 3.0382 0.2969 | 64,52 0.1633 | 35,48 
10 | 9 | 38,0051 0,2937 63,81 0.1665 36,19 
11 | 10 | 2.9934 0.2925 | 63,57 0.1677 36,43 


Die Kolben wurden nach der 1. Methode geimpft. Die 
Neutralisation der Bouillon wurde mit Hilfe von Phenolphthalein 
als Indikator durchgefiihrt. 
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Makroskopische Erscheinungen. 
g 


Nach 1 Tag: Ziemlich starke Triibung, keine Haut, nur an der 
Wandung des Glases, dort wo die Fliissigkeit aufhért, diinner, farbloser 
Ring von Bakterienhaut, kein Farbstoff, kein Bodensatz; Kolben sehen 
gleichmafig aus. 

Nach2 Tagen: Sehr starke Triibung, schwache farblose zusammen- 
hingende Haut, kein Farbstoff, kein Bodensatz, unangenehmer Geruch; 
Kolben sehen gleichmafiig aus. 

Nach 3 Tagen: Sehr starke Triibung, schwache farblose zusammen- 
hingende Haut, kein Farbstoff, kein Bodensatz, unangenehmer Geruch; 
Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 4 Tagen: Sehr starke Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, 
viel Bodensatz, unangenehmer Geruch; Kolben sehen gleichmifig aus. 

Nach 5 Tagen: Sehr starke Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, 
viel Bodensatz, unangenehmer Geruch; Kolben sehen gleichmiafig aus. 

Nach 6 Tagen: Sehr starke Triibung, keine Haut, kein roter Farb- 
stoff, die Fliissigkeit ist gelb gefiirbt, gelber als die urspriingliche Bouillon, 
viel Bodensatz, unangenehmer Geruch; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 7 Tagen: Starke Triibung, keine Haut, kein roter Farbstoff, 
Fliissigkeit gelb, viel Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 8 Tagen: Sehr starke Triibung, keine Haut, kein roter Farb- 
stoff, Bouillon gelb, viel Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 9 Tagen: Sehr starke Triibung, keine Haut, Fliissigkeit gelb 
init einem Stich ins Rétliche, viel Bodensatz ; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 10 Tagen: Wie am Tage vorher, die Fliissigkeit hat noch 
einen Stich mehr ins Roétliche; Kolben sehen gleichmafiig aus. 


Tabelle Nr. 47. 


0.4602 g¢ Ameisensiure als Natriumformiat bei 27°. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis Kral. 














. | aiome vornanaene | vornandene ‘ 
ce Pa | HcooH | HcooH | HCOOH | HOBOK 
[ agen | eo g g | Oly | g %lo 
l 1 | 44944 | — 0.4390 | 95.44 | 0,0212 4:56 
2 3 | 38168 |  0,3730 | 81,05 | 0,0872 | 18,95 
3 5 | 34662 | 03387 | 73,61 0,1215 | 26,39 
4 7 3.3648 | 0,3288 | 71,45 | 01314 | 28,55 
5 9 3 2226 03149 | 6843 | 01453 31,57 
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Tabelle Nr. 48. 
0,4602 g Ameisensidure als Natriumformiat bei 27 °. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis Kral. 


Do 
~J 





Zeit : Noch Noch Vergoren | Vergoren 
Kolben Kalomel  vorhandene | vorhandene HCOOH ant 
" Nr. | HCOOH HCOOH ; 
[agen a I . g g a) g Jy 
{ 2 £3844 0.4285 93,10 0.0317 | 6,90 
2 4 3,771 0.3686 80,09 0.0916 19.91 
} 6 3,4944 0.3415 74,21 0.1187 25,79 
4 8 3.3488 0.3273 7141 0.1329 28,89 
5 10 3.2766 0.3202 69,58 0.1400 30,42 


Die Kolben wurden nach der 


zweiten Methode geimpft. 


Die Bouillon wurde mit Hilfe von Phenolphthalein als Indikator 


durchgefihrt. 


Makroskopische Erscheinungen. 


Nach 1 Tag: Starke Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, keine 
Schaumblasen, kein Bodensatz; Kolben sehen gleichmifig aus. 
Nach 2 Tagen: Sehr starke Triibung, sehr feine farblose Haut, 
kein Farbstoff, kein Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 


Nach 3 Tagen: Sehr starke Triibung, feine, nicht zusammen- 


hingende Haut, kein Farbstoff, etwas Bodensatz, unangenehmer Geruch; 
Kolben sehen gleichmafig aus, 
Nach 4 Tagen: Sehr starke Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, 


ziemlich viel Bodensatz : 
Nach 5 Tagen: 


mamig aus. 


Kolben sehen gleichmifig aus. 


Wie am Tage vorher; Kolben sehen gleich- 


Vergleich der gefundenen relativen Werte. 


-_ 
- 


8. 

9. 
10. 
11. 


Wegen der schlechten Ubereinstimmung d 


> ork W WO — 


Tag 
> 
» 


> 


Tabelle Nr. 46 7 
3,94 


14,40 


20,27 
23,92 
28 D4 
31,12 
33,46 
35.48 
36,19 
36,43 


47 

4,56 
18,95 
26,39 
28.5) 
31,57 


48 

6,90 
19,91 
25,79 
28,89 


30.42 


er verschiedenen 
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Versuchsreihen ist es unzweckmiibig, eine mittlere Tabelle auf- 


zustellen. 
Menge der wéhrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensiiure. 








Innerhalb sind vergoren HCOOH 
des Tabelle Nr. 46 47 48 
1. Tages 3.94 4,96 6,90 
2 10,46 14,39 13,01 
3. : — 7 A+ 5.88 
4. a 2,16 3,10 
5. 3.69 5.02 1.53 
6. 4,62 — — 
‘fe 2,58 - — 
8. 234 — — 
9, 2.02 = : 
10 0.71 — _ 
11. > (),.24 -- —_ [ 
Vergleich der gefundenen absoluten Werte. 
Tabelle Nr. 46 47 48 
1. Tag 181 212 317 
2. 663 872 916 
3. — 1215 1187 
. 933 1514 1329 
5.» 1101 1453 1400 
6. 1313 — — 
. -% 1432 -- = 
&, 1540 —_ —— 
QQ; 1633 -- _ 
10. > 1665 — — 
11. » 1667 -— ~~ 


Menge der wihrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensaure. 


Innerhalb sind vergoren HCOOH 
des Tabelle Nr. 46 47 48 
|. Tages 181 212 317 
2. 482 660 599 
3. _ 343 271 
4, — QQ 142 
D. 168 139 71 
6 212 - -- 
7. 119 — — 
8 108 — ‘ 
+ 93 — — 
10 32 _- — 
11 2 - —- 
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Die Versuchsreihen 42, 43, 44, 45 zeigen im allgemeinen 
keine so gute Ubereinstimmung wie die analogen Versuchs- 
reihen (10, 11, 12, 13) bei Bae. Prodigiosus Kral. Aber die 
| bereinstimmung ist doch wiederum so gut, dafs man auch 
hier schlieBen kann, daB es wohl mdglich ist, bei verschie- 
denen Darstellungen eine Nihrbouillon zu erhalten, welche den 
Hakterien analoge Lebensbedingungen bietet. Die Abweichungen, 
die innerhalb dieser 4 Versuchsreihen vorkommen, lassen sich 
wohl auf eine Verschiedenartigkeit des Luftwechsels zuriick- 
fiiaren. — Fur Vergleichszwecke soll die korrigierte mittlere 
Tabelle verwendet werden. 

Nach 5 Tagen sind 0,1136 ¢ = 24,68°/o Ameisensiiure 
vergoren. Die grofte Gérungsintensitiit liegt innerhalb des 
2. Tages; innerhalb dieses Tages werden 0,0531 g —= 11,54°/o 





Ameisensiiure vergoren. Nach diesem Tage fiillt die Giirungs- 
intensitét ab, und sie scheint nach 5 Tagen so ziemlich ihr 
Ende erreicht zu haben. 

Die Versuchsreihen 46, 47, 48 zeigen untereinander keine 
cute Ubereinstimmung : auch die Versuchsreihen 47 und 48 
zeigen keine so gute Ubereinstimmung, wie man sie wohl er- 
warten diirfte, da fiir beide Versuchsreihen dieselbe Bouillon 
verwendet wurde. Die Unterschiede zwischen Versuchsreihen 46 
einerseits und 47, 48 anderseits lassen sich wohl auf eine 
Verschiedenartigkeit der Bouillon zuriickfiihren, aber fiir die 
Unterschiede zwischen den beiden Versuchsreihen 47 und 48 
liibt sich nur eine Verschiedenartigkeit des Luftwechsels ver- 
antwortlich machen. 

Nach 5 Tagen sind vergoren Ameisensiure : 

Tab. 46 0,1101 g = 23,92°/o 

47 0.1453 » = 31,57°/o 
48 0.1400 » = 30,42°/o 


Die grofte Giirungsintensitit liegt, wie aus Versuchs- 
reihe 47 und 48 hervorgeht, innerhalb des 2. Tages. Inner- 
halb dieses Tages werden vergoren Ameisensiure : 

Tab. 47 0,0660 g = 14,39°/o 
| 


8 0.0599 » = 14.01°/o 











w) 
~1 
-_~ 
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Nach diesem Tage fallt die Girungsintensitét allmihlich 
ab, hat aber nach 5 Tagen noch nicht ihr Ende erreicht. 

Zum Vergleich der beiden Gruppen von Versuchsreihen 
wird es wohl am besten sein, die erhaltenen Zahlen noch 
einmal nebeneinander zu legen. Von der Gruppe 42, 43, 
44, 45 soll hierzu nicht das Mittel aus den 4 Versuchsreihen. 
sondern jede einzelne Versuchsreihe verwendet werden. 


Tabelle Nr. 42 43 44 45 46 47 45 
1. Tag 272 199 204 a 181 212 a7 
2. 651 74 724 720 663 872 916 
3. >» 967 O81 973 -— 1215 1187 
4, 1309 1280 — 1088 932 1314 1329 
Dd. » - 1411 1140 1151 1101 1453 1400 

Tabelle Nr. 42 43 44 43 46 47 48 
1. Tag 591 433 4,43 — 3,94 4.56 6.90 
2 14,15 16,39 15,72 15,65 14,40 18,95 19,91 
3. » 21,01 21,32 21,15 — 26,39 25,79 
f. 28,44 27.81 — 23,65 20,27 28,59 28,89 
BY 30,66 24.77 2458 23,92 31,57 30,42 


Betrachtet man zuniichst die beiden Gruppen von Ver- 
suchsreihen, so wird man finden, dai die Differenzen im all- 
gemeinen recht grofe sind; aber bei genauerem Vergleich 
wird man auch sehen, daf manche Zahlen der ersten Gruppe 
mit denen der zweiten Gruppe eine recht gute Ubereinstimmung 
zeigen. Hieraus geht wohl hervor, daB nicht eine physiologische 
Veriinderung der Bakterien die Ursache der Verschiedenheit 
ist, sondern andere Ursachen, niimlich Verschiedenheit der 
souillon oder ungleichmiiBiger Luftzutritt. An eine Verdnderung 
des physiologischen Zustandes der Bakterien wire immerhin 
zu denken, da zwischen der Ausfiihrung der ersten Gruppe 
von Versuchsreihen und der zweiten ein Zeitraum von 3!» 
bis 4 Monaten liegt. Die Annahme, da eine Verinderung des 
physiologischen Zustandes der Bakterien die Ursache der Diffe- 
renzen sei, wird auch noch dadurch unwahrscheinlich, dafi die 
Differenzen zwischen der ersten Gruppe von Versuchsreihen 
und Versuchsreihe 46, zwischen welchen ein Zeitraum vor 
3!/2—-4 Monaten liegt, kleiner sind als die zwischen Versuchs- 
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reihe 46 und Versuchsreihe 47 und 48, zwischen welchen ein 
Zeitraum von 6 Wochen liegt. 

Nehmen wir nun aus den siimtlichen Zahlen das Mittel, 
so sind nach 5 Tagen 0,1273 g = 27,6590 Ameisensiiure 
vergoren. Die grofte Girungsintensitit liegt innerhalb des 
2. Tages; an diesem Tage werden 0,0526 g = 11,30°/o Ameisen- 


C 


hed 


siure vergoren. 
4, 37°, 


Tabelle Nr. 49. 


0,4602 g Ameisensiure als Natriumformiat bet 37° 
Bakterium: Bac. Plymouthensis Kral 

















Zeit | Noch Noch STs ee 

. | Kalomel | vorhandene | vorhandene | ve — ” ve — 
- 4 HCOOH | HCOOH | HCOOH HCOOH 
Tagen |g g | % | g 0 

1 | 4,7046 0.4598 | 99,90 0,0004 0.10 

2 | 4,7120 0.4605 100,06 | 0.0003 0,06 

3 | 4,7114 0.4604 100.05 =| 0.0002 0.05 

L | 4.7078 0.4601 QY 97 0.0001 0.03 

| we _ 

Tabelle Nr. 50. 
0,4602 g Ameisensaéure als Natriumformiat bei 37° 
Bakterium: Bac. Plymouthensis Kral. 

Zeit | Noch Noch ee eo 

- = | erg A ro =) 

| Kalomel | vorhandene | vorhandene | \ — Ve i s 
. | | HCOOH | HCOOH | HCOOH HCOOH 
lagen | g | 6 0), | ¢ 0), 

1 | 4.7094 0.4602 100,01 0.0000 0.01 

2 | 47092 0.4602 100,00 0.0000 0.00 

| 
an 
A | 4.6966 0.4590 | 99,73 0.0012 0.27 
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Tabelle Nr. 51. 
0.4602 g¢ Ameisensiure als Natriumformiat bei 37°. 


Bakterium: Bac. Plymouthensis Kral. 
eee ———————————————————————— 


























Zeit Noch Noch os | ae 
Kalomel | vorhandene | vorhandene , Vergoren | Vergoren 
ma HCOOH HCOOH | HCOOH | HCOOH 
lagen ri g | 01, g %lo 
4.7086 0,4602 99.99 |  0,0000 0,01 
2 4.7086 0.4600 | 99,95 0.0002, | = 0,05 
3 4.7072 0.4600 99,96 09,0002 | 0,04 
| 4.7032 04596 | 99,87 0,0006 | 0,13 
5 4.7092 0.4602 | 100,00 00000 | 00 
- Tabelle Nr. 52. 
0.4602 g¢ Ameisensiure als Natriumformiat bei 37°. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis Kral. 
Zeit ‘ _—_ Noch | Vergoren Vergoren 
7 Kalomel vorhandene | vorhandene | sil 
- | HCOOH HCOOH | HCOOH HCOOH 
Tagen | g e Oo @ OF 
4.7122 | 00,4605 | 100,07. | 00,0008 | ~—0,07 
2 4.7118 0,4605 | 100,06 | ~—0,0008 | (0,06 
3 4.6996 0.4593 | 9980 | 0,0009 | 0,20 
4.7010 0.4594 9983 | 00008 | O17 


— } — | — 


| | 
| 1 


y —_— Std 


Die Neutralisation der Niihrbouillon wurde mit Hilfe von 
Lackmuspapier als Indikator durchgefiihrt; die Kolben wurden 
nach Methode 1 geimpft. 

Vergleich der bei den verschiedenen Temperaturen 
erhaltenen Zahlen. 

Hier fiillt zuniichst die Tatsache in die Augen, daf bei 
37° keine Ameisensiiure mehr vergoren wird, diese Temperatur 
braucht also fernerhin nicht mehr beriicksichtigt zu werden. 
Die gréfte Giirungsintensitit liegt bei allen Temperaturen 
innerhalb des 2. Tages. 

An diesem Tage werden vergoren 


bei 17° 0,0408 g = 8,88°/o Ameisensaure 
21° 0,0468 g = 10,17°/o 2 


27° 0.0526 g 


11,30°/o » 
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Die Garung hat bei 17° und 21° nach 5 Tagen fast ihr 
Ende erreicht, bei 27° aber noch nicht. 
Nach 5 Tagen sind vergoren 


bei 17° 0,0773 g = 16,82°/o Ameisensiiure 
21° 0,1176 g = 25,55°/o 
» 27° 0.1278 ¢ = 27,65) 


Die Zahlen sagen aus, daf innerhalb 5 Tagen bei 21° 
mehr Ameisensiiure vergoren wird als bei 17°, und bei 27° 
mehr Ameisensiiure als bei 21°. Die Differenz zwischen 17° 


und 21° betrigt 0.0403 ¢ = 8,73°/o und die zwischen 21° 
und 27° 0,0097 g = 2,10°%/o. Der Sprung von 17° auf 21° 


, 


(Unterschied 4°) ist bedeutend gréfer, anniihernd 4mal, als 
der zwischen 21° und 27° (Unterschied 6°). 


Vergleich der mit Calciumformiat und mit Natrium- 
formiat erhaltenen Zahlen. 


Wahrend mit Natriumformiat bei 37° tberhaupt keine 
Vergiirung mehr erhalten wird, wird Calciumformiat bei dieser 
femperatur noch vergoren. Innerhalb 5 Tagen werden 0,0383 g 
= $,32°/o Ameisensiiure vergoren. Bei 27° werden beide Salze 
vergoren. Bei Anwendung von Natriumformiat wird innerhalb 
) Tagen 0,1275 g = 27,65°/o, bei Anwendung von Calcium- 
formiat dagegen nur 0,406 g = 8,61°/> Amelsensiiure vergoren. 


B. Stamm K.G. A. 


Tabelle Nr. 53. 
0.4602 ¢ Ameisensiiure als Natriumformiat bei 17°. 
2 
Bakterium: Bac. Plymouthensis K. G. A. 











Zeit Kolben| Kal ) a | eh Vergoren | Vergoren 
; s alomel vorhandene | vorhandene | ,,,. = 
in : | . COO | HCOO 
, ‘ HCOOH | HcooH | HCOOH | HCOOH 
lagen) AY. o rs | ly ¢ 05 
1 1 | 4.5892 04485 | 97,49 O,0117 2.55 
2 | 8 | 4.4246 04324 | 93.96 00278 65.04 
3 5 4,3186 0.4220 | 91,71 0.0382 | 8,29 
4 7 4.1256 0,4032 | 87,61 0.0570 12,39 
5 9 3,9224 0.3833 83.29 0.0769 16,71 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVIL. 19 
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Tabelle Nr. 54. 


0.4602 ¢ Ameisensiiure als Natriumformiat bei 17°. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis K. G. A. 











Zeit K ib : Noch | Noch | Vergoren | Vergoren 

om o')eCN Kalomel | vorhandene | vorhandene | HCOOH | HCOOH 
p ” HCOcH § EGE Oooo 
lagen NT. A go | 0! o 0/ 
5 /® | ~ /9 

2 | 46104 | 04506 | 97,90 0,0096 | = 2,10 
2 i | 44036 | 04304 =| 93,51 | (00298 | 6,49 
3 6 | 43198 | 04222 | 91,73 | 00380 | 827 
i 8 4.1338 | 0.4040 | 87,78 | 0,0562 | 12,22 

5 10 | 3,9416 | 03852 | 83,70 | 0,0750 | 16,30 


Die Neutralisation der Nahrbouillon wurde mit Hilfe von 
Phenolphthalein als Indikator durchgefiihrt; die Kolben wurden 
nach Methode 2 geimpft. 


Makroskopische Erscheinungen. 


Nach 1 Tag: Schwache Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, kein 
Bodensatz; Kolben sehen gleichmaBig aus. 

Nach 2 Tagen: Triibung etwas stirker als am Tage vorher, an 
der Wandung des Glases, dort wo die Fliissigkeit aufhért, schwach rosen- 
roler Ring, auf der Oberfliche einige kleine rosenrote Hautschollen, die 
sehr leicht bei geringer Erschiitterung zu Boden sinken, Fliissigkeit nicht 
gefirbt, etwas Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 3 Tagen: Triibung kaum stirker als am Tage vorher, die 
Hautschollen sind etwas gréfer geworden und haben sich intensiver ge- 
firbt, auch die Farbe des roten Ringes ist intensiver geworden, die 
Fliissigkeit ist nicht gefiarbt, etwas mehr Bodensatz als am Tage vorher; 
Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach #4 Tagen: Triibung nicht starker als am Tage vorher; die 
Hautschollen sind etwas gréfer geworden und hellrot gefirbt, ziemlich 
viel Bodensatz; Kolben sehen gleichmaéfig aus. 

Nach 5 Tagen: Wie am Tage vorher; Kolben sehen gleich- 
mafig aus. 
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Tabelle Nr. 5d. 
0.4602 ¢ Ameisensiiure als Natriumformiat bei 17° 
Bakterium: Bac. Plymouthensis K. G. A. 























Zeit |xojben! x Noch Noch Vergoren | Vergoren 
oben Kalomel vorhandene | vorhandene . . 
in HeOOn | Aeeom | OOOH | See 
Tagen Nr. = pe 0/5 o 0 0 
. _ r Pw) / 
1 L 4.5806 04476 | 9727 | 00126 | 2,73 
2 4,4306 0.4330 | 94,09 0,0272 5,91 
3 d 43104 O4217 | 01.64 0.0385 | 8,36 
f 7 4.2368 04140 89,97 | 0,0462 10,03 
5 9 4.1902 O4095 | 88,98 | 0,0507 11,02 





Tabelle Nr. 56. 


0,4602 g Ameisenséure als Natriumformiat bei 17° 
Bakterium: Bac. Plymouthensis K. G. A. 








a) 
| 

Zeit Ie oben! x Noch | Noch _Vergoren | Vergoren 
; Kolben| Kalomel | vorhandene | vorhandene | HCOOH | HCOOH 

Pa Nr. | HCOOH | HCOOH a 

Tagen) +NY. f g | Fo | 
e _ | / 4 | 
I 2 | 4,5982 04494 | 97,69 0,0108 2 35 
2 t 4,4182 0.4318 | 93,82 0,0284 6,18 
6 | 43112 04213 | 91,55 0.0389 | 8,45 
t 8 t,.2446 0.4148 90.14 0.0454 9,86 
5 | 10 | 41828 0.4088 | 8882 | 0.0514 | 11,18 


Die Neutralisation der Néhrbouillon wurde mit Hilfe von 
Phenolphthalein als Indikator durchgefiihrt; die Kolben wurden 
nach Methode 2 geimpft. 


Makroskopische Erscheinungen. 

Nach 1 Tag: Schwache Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, 
etwas Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 2 Tagen: Schwache Triibung, auf der Oberflache einige 
kleine rosenrote Hautschollen, an der Wandung des (ilases, dort wo die 
Fliissigkeit aufhért, schwach rosenroter Ring, sonst kein Farbstoff, etwas 
Bodensatz; Kolben sehen gleichmaéfMg aus. 

Nach 3 Tagen: Mittelstarke Triibung, viele kleine rosenrote Haut- 
schollen, der rosenrote Ring ist intensiver gefirbt als am Tage vorher, 
ziemlich viel Bodensatz: Kolben sehen gleichmafiig aus. 

19* 
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Nach 4 Tagen: Starke Triibung. viele kleine isolierte Haut- 
schollen, die Fairbung der Hautschollen ist intensiver geworden als am 
Tage vorher, sonst kein Farbstoff, ziemlich viel Bodensatz: Kolben sehen 
gleichmafig aus, 

Nach 5 Tagen: Wie am Tage vorher; Kolben sehen gleich- 
mifiig aus. 

Versuchsreihen 55, 56, welche gleichzeitig angestellt wurden, wurden 
3 Wochen spiter als Versuchsreihen 53, 54, welche ebenfalls gleichzeitig 


angestellt wurden, durchgefiihrt. 


Vergleich der gefundenen relativen Werten. 


Tabelle Nr. 53 D4 HD D6 

l. Tag 2.55 2,10 2,40 2.53 
2. 6,04 6,49 5,91 6,18 
3 8,28 8,27 8,36 8,4) 
4, >» 12,39 12,22 10,03 9,86 
5 16,71 16,30 11,02 11,18 


Beim Vergleich der beiden Parallelversuche 53, 54 und 
55, 56, die mit einem Zeitunterschied von 3 Wochen aus- 
gefiihrt wurden, findet man, dafi die ersten 3 Tage gut tber- 
einstimmende Werte geben. Bei den beiden letzten Tagen 
treten recht bedeutende Verschiedenheiten hervor; wahrend 
die zu derselben Zeit angestellten Versuchsreihen untereinander 
auch hier gute Ubereinstimmung zeigen (53 und 54 — 55 und 56), 
wird bei den Versuchsreihen 53, 54 bedeutend mehr Ameisen- 
siiure vergoren, als bei den Versuchsreihen 5d, 56. Fiir diese 
Differenzen kommt als Ursache der physiologische Zustand der 
Bakterien und die ungleiche Menge der Einsaat nicht in Be- 
tracht, denn dann hiitten sich die Differenzen schon friiher 
zeigen muissen; es bleibt nichts anderes tibrig, als entweder 
die Verschiedenheit der Zusammensetzung der Niahrbouillon 
oder der Verschiedenartigkeit des Luftzutrittes die Schuld 
zuzuschieben. 

Mittlere Tabelle. 


1. Tag 2.48 
2, 3 6.16 
3.» 8.34 
4, » 11,13 


5. >» 13.80 
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Abweichung der gefundenen von den mittleren Werten. 


Tabelle Nr. 53 D4 dD 56 
1. Tag + 0,07 — 038 +- 0,25 -+- 0,05 
2. » — (12 +- 0,53 — (0,25 +- 0,02 
3.» 0,05 — 0,07 +- 0,02 + 0,11 
4, > +- 1,46 -+- 1,09 — 1,10 ~~ 29 
Dd. » + 2,91 +- 2,50 — 2,78 — 2.62 


Die Abweichungen der gefundenen von den mittleren 
Werten sind in den ersten 3 Tagen recht klein, sie schwanken 
zwischen -+- 0,33°/o und — 0,38°/o. Die Abweichungen der 
beiden Tage sind, weil die beiden Parallelversuchsreihen an 
diesen Tagen nicht iibereinstimmen, natiirlich recht groB. Da 
die gefundenen Werte der gleichzeitig angesetzten Versuchs- 
reihen untereinander gut tbereinstimmen, ist es nicht erlaubt, 
einer der beiden Parallelversuchsreihen den Vorzug zu geben 
und die andere nicht zu beriicksichtigen. Eine korrigierte mittlere 
Tabelle laBt sich deshalb nicht berechnen. Fiir Vergleichs- 
zwecke diirfte es in diesem Fall am besten sein, aus beiden 
gleichzeitig angestellten Versuchsreihen das Mittel zu ziehen. 


Mittlere Tabelle aus 53 und 54. 


1. Tag 2,33 
2. » 6,27 
a * 8.28 
" 12,30 
a2. » 16,50 


Mittlere Tabelle aus 55 und 56. 


1. Tag 2.63 
2. » 6.05 
3. 8 41 
4, » 9 95 
a. » 11,10 


Menge der wihrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensiiure. 
(Berechnet aus der mittleren Tabelle 53 und 54.) 


Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages 2.33 
2. 5,94 
3. 2.01 
4, 4,02 
5. 4,20 
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Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensdaure. 





Innerhalb sind vergoren HCOOH 
des Tabelle Nr. 53 D4 











1. Tages 2.55 2.10 
Q. >» 3,49 4.39 
& » 2.25 1.78 
k. 4,10 3.95 
5 Os 4,32 4,08 


Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensidure. 
(Berechnet aus der mittleren Tabelle 55 und 56.) 


Innerhalb des sind vergoren HCOOH 

1. Tages 2.63 

2. 3,42 

3. 2.36 

4. 1,54 

5. 1,15 

Vergleich der gefundenen absoluten Werte. 

Tahelle Nr. 53 54. dD 5b 
1. Tag 117 96 126 108 
2. » 278 298 272 284 
3. >» 382 380 38) 389 
£, >» 570 562 4452 454 
4 769 750 507 914 


Fiir den Vergleich der absoluten Werte gilt natiirlich das- 
selbe, was beim Vergleich der relativen Werte gesagt worden isi. 
Mittlere Tabelle. 


1. Tag 112 
2. 283 
3. 384 
4, » 512 


. os 635 

Die Abweichungen der gefundenen von den mittleren 
Werten sind in den ersten 3 Tagen recht klein, erreichen abe! 
am 4. und 5. Tage eine recht betrichtliche Grobe. 


+. 
wt 


Mittlere Tabelle aus 53 und 54. 


1. Tag 107 
2. » 288 
4. Db6b 


5. 760 








Beitriige zur Biochemie der Mikroorganismen. III 283 


Mittlere Tabelle aus 55 und 56 


1. Tag 117 
2. » 278 
3 387 
t. 458 
Dd 512 


Menge der wihrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensiure. 
(Berechnet aus der mittleren Tabelle von 53 und 54.) 


Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages 107 
2. isl 
3. 93 
4. 185 
3. 194 


Menge der wihrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensaure. 


Innerhalb sind vergoren HCOOH 
des Tabelle Nr. 53 54 

1. Tages 117 96 

2. 161 202 

a. 104 82 

4. 1s8 182 

5. 199 188 


Menge der waihrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensidure. 
(Berechnet aus der mittleren Tabelle von 55 und 56.) 


Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages 117 
2. 161 
3. 109 
4 71 
dD. 54 


Die Ursache der Nichtiibereinstimmung der beiden Gruppen 
von Versuchsreihen ist schon weiter oben diskutiert worden. 
In 5 Tagen werden 0,0635 g = 13,80°/o Ameisensiiure ver- 
goren. Die groBte Gérungsintensitiét liegt innerhalb des 2. Tages: 
innerhalb dieses Tages werden 0,0171 g = 3,68°/o Ameisen- 
saure vergoren. Nach diesem Tage fiillt die Girungsintensitiit 
allmaéhlich ab, ist aber nach 5 Tagen noch nicht beendet. 
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Auffallend ist hier auch noch, daB trotzdem die makroskopischen 
Erscheinungen eine recht gute Ubereinstimmung zeigen, doch 
in den erhaltenen Zahlen an den letzten beiden Tagen keine 
Ubereinstimmung vorhanden ist. 


2. 21°. 
Tabelle Nr. 57. 


0.4602 ¢ Ameisensiiure als Natriumformiat bei 21°. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis K. G. A. 









































Zeit Kotben Kalomel see a Vergoren | Vergoren 
alomel vorhandene | vorhanden : ' 
in canoe COOH. | HCOOH. | HCOOH | HCOOH 
Tagen Nr. o g O19 o Vio 
| 1 4.5342 04431 96,29 0,0171 3,71 
2 5 43256 0.4227 91,86 0,0378 8,14 
3 5 4.0956 0.4002 86,97 ~  0,0600 13,03 
7 53,8432 0,3756 81,61 0,0846 18,39 
5 9 35,8220 0.3735 81,16 0,0867 18,84 
Tabelle Nr. 58. 
0.4602 ¢ Ameisensiure als Natriumformiat bei 21°. 
sJakterium: Bac. Plymouthensis K. G. A. 
Zeit Eoipen x Noch Noch _Vergoren  Vergoren 
oben Kalomel | vorhandene’ vorhandene | jy, innit 
Tagen Nr. o o o. g Jy 
I 2 45438 O44 96,49 | 00161 3,51 
2 4 | 43280 | 00,4230 91.91 | 0,0372 | 8,09 
3 6 4.1992 94104 89,17 | 0,0498 10,83 
A 8 3.8586 0.3771 81,94 | 0,0831 18,06 


Die Neutralisation der Niihrbouillon wurde mit Hilfe von 
Phenolphthalein als Indikator durchgefiihrt; die Kolben wurden 
nach Methode 2 geimpft. 


Makroskopische Erscheinungen. 


Nach 1 Tag: Mittelstarke Triibung, keine Haut, kein Farbstof, 
kein Bodensatz; Kolben sehen gleichmiafig aus. 
Nach 2 Tagen: Tritbung etwas stirker als am Tage vorher, auf 
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der Oberflache einige kleine isolierte Hautschollen, kein Farbstoff, wenig 


Bodensatz: Kolben sehen gleichmabig aus. 

Nach 3 Tagen: Starke Triibung, auf der Oberfliche viele kleine 
solierte Hautschollen, an der Wandung des Glases dort, wo die Fliissig- 
keit aufhért, schwach rosenrot gefiirbter Ring, sonst kein Farbstoff, etwas 


Rodensatz: Kolben sehen gleichmiMg aus. 
Nach 4 Tagen: Starke Triibung, auf der Oberfliche ziemlich viel 
rosa gefirbte Hautschollen, sonst kein Farbstoff, wenig Bodensatz; Kolben 


2 
sehen gleichmafig aus. 


Nach 5 Tagen: Wie am Tage vorher. 


Tabelle Nr. 59. 


0,4602 g Ameisensaure als Natriumformiat bei 21°. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis K. G. A. 











Zeit i as Noch Noch Vergoren Vergoren 
7 O1DeCN) Kalomel!l  vorhandene = vorhandene | HCOOH | HCOOH 
os Ne HCOOH HCOOH | 
lagen NT. g g 0/9 g 0 0 
| 1 4.0412 0.4438 96,43 0.0164 3.57 
2 3 £2654 0.4168 90,58 0.0434 9,42 
} D t.O812 0.3988 86.67 0.0614 13.33 
{ 7 3.9920 0.3901 84,77 0.0701 15,23 
5 q 3.9388 O. 3849 83.64 0.0753 16.36 


Tabelle Nr. 60. 


0.4602 g Ameisensiure als Natriumformiat bei 21°. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis K. G. A. 





—2 








Zeit ed Noch | Noch _Vergoren | Vergoren 
oibeNn Kalomel vorhandene | vorhandene . : 
in : ; HCOOH | HCOOH 
” rT. HCOOH HCOOH | 
| agen Nr. rom oe 0/5 ir | 0 0 
- 5 5 | j a | j 
1 | 2 | 4308 0.4428 96,21 0.0174 3,79 
2 | 4 4,2716 04174 90,71 0.0428 9,29 
6 4,0786 O.3986 86,61 0.0616 13.39 
j | & 3,9858 0.3895 84.64 0.0707 15,36 
S&S be | a _ .— oe 


Die Neutralisation der Néhrbouillon wurde mit Hilfe von 
henolphthalein als Indikator durchgefiihrt: die Kolben wurden 
nach Methode 2 geimpft. 
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Makroskopische Erscheinungen. 


Nach 1 Tag: Mittelstarke Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, 
wenlg Bodensatz: Kolben sehen gleichmiifig aus. 

Nach 2 Tagen: Ziemlich starke Triibung, auf der Oberfliche 
einzelne kleine isolierte Hautschollen, kein Farbstoff, etwas Bodensatz; 
Kolben sehen gleichmiéfig aus. 

Nach 3 Tagen: Ziemlich starke Triibung, auf der Obertflache 
einzelne rosenrote Hautschollen, sonst kein Farbstoff, etwas Bodensatz : 
Kolben sehen gleichmifig aus. 

Nach 4 Tagen: Starke Triibung, auf der Oberfliiche einzelne 
rosenrote Hautschollen, sonst kein Farbstoff, etwas Bodensatz; Kolben 
sehen gleichmifig aus. 

Nach 5 Tagen: Wie am Tage vorher. 

Versuchsreihen 59, 60, welche zu gleicher Zeit ange- 
stellt wurden, wurden 3 Wochen spiiter als Versuchsreihen 57, 
58, welche ebenfalls gleichzeitig angestellt wurden, durchgeftihrt. 


Vergleich der gefundenen relativen Werte. 


Tabelle Nr. 57 58 59 60 
1. Tag 3,71 3,51 3,07 3.79 
2, 8.14 8,09 Q 42 9,29 
5 13.03 10.83 13,33 13.39 


4. > 18,03 18.06 15,23 15,36 
. 18,84 — 16,36 — 
Vergleicht man zuniichst die beiden zu gleicher Zeit an- 
gesetzten Versuchsreihen 57 und 58, so findet man, daf die 
Werte im allgemeinen gut tibereinstimmen, nur der Wert 10,83 
am 3. Tage fillt aus der Versuchsreihe beraus. Beim Vergleich: 
der Menge der wiihrend der einzelnen Tage vergorenen Ameisen- 
siiure wird man finden, dafi der Parallelwert 13,03 in diesem 
Falle der wahrscheinlichere ist: der Wert 10,83 wire also 
bei der Berechnung der mittleren Tabelle auszuschalten. Die 
anderen beiden Versuchsreihen 59 und 60, welche ebenfalls 
zu gleicher Zeit angesetzt wurden, zeigen untereinander gute 
Ubereinstimmung. Vergleicht man aber die beiden Versuchs- 
reihen 57, 58 mit 59, 60, welche mit einem Zeitunterschied 
von 3 Wochen angesetzt wurden, so sind die Differenzen recht 
bedeutend. Am 2. Tage ist bei 59, 60 mehr Ameisensaure 
vergoren als bei 57, 58. Am 3. Tage sind die Werte wieder 
anniihernd dieselben, wenn von der Zahl 10,83, welche aus 
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den weiter oben angefiihrten Griinden ausgeschieden werden 


, 


soll, abgesehen wird. Am 4. Tage ist das Verhaltnis umge- 
kehrt wie am 2. Tage: hier ist bei 57, 58 bedeutend mehr 
Ameisensaure vergoren als bei 59, 60 und ebenso liegen die 
Verhaltnisse am 5. Tage. 

Die Ursache dieser Verschiedenheit diirfte wohl wieder 
in einer ungleichartigen Bouillon und in der Verschiedenartigkeit 
des Luftzutrittes zu suchen sein. 


Mittlere Tabelle aus 57 und D3. 


1. Tag 3.61 
o &.12 
3. 13.03 
4, 18,05 
¥ 18.84 


Mittlere Tabelle aus 59 und 60. 


1. Tag 3,68 
2. 9 36 
a. 13,36 
Ah, 15.30 
5, 16.36 


Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensiure. 


(Berechnet aus der mittleren Tabelle 57 und S58.) 


Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages 3.61 
2. » 4,51 
3. 4,91 
4. 5,02 
5, 0.79 


Menge der wahrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensaure. 


(Berechnet aus der mittleren Tabelle 59 und 60.) 


Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages 3,68 
2. > D.68 
3. £00 
4. 1,94 
5. 1.06 
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Vergleich der gefundenen absoluten Werte. 





Tabelle Nr. 57 DS 59 60 
1. Tag 171 161 164 74 
e. « 37d 372 434 428 
3. 600 498 614 616 
4, 846 831 701 707 
Dd, » &67 — 703 —_ 


Fiir diese Tabelle gilt natiirlich dasselbe, was fiir den 
Vergleich der gefundenen relativen Werte gesagt worden ist. 


Mittlere Tabelle aus 57 und D8. 





1. Tag 166 
=. O74 
3 600 
t. 839 
>. » 867 
Mittlere Tabelle aus d9 und 60. 
|. Tag 169 
2. 431 
3. > 615 
4, >» 704 
Dd. » 793 


Menge der wihrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensdure. 
(Berechnet aus der mittleren Tabelle 57 und d8.) 

















Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages 166 
2 208 
3. 226 
4, 239 
. 28 


Menge der wihrend der einzelnen Tage vergorenen 
Ameisensaure. 
Berechnet aus der mittleren Tabelle 59 und 60.) 


Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages 169 
2. » 262 
3, 184 
4. 99 
D. 49 


Die Ursache der Verschiedenheit der beiden Versuchs- 
reihen ist schon weiter oben diskutiert worden. 
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Nach 5 Tagen werden im Mittel 0.0810 g = 17,60° 
Ameisensiiure vergoren. Die Giérungsintensitiit ist innerhalb 
des 2. Tages am grOften; innerhalb dieses Tages wérden im 
Mittel vergoren 0,0237 g = 5,09°/o Ameisensiiure. 

Merkwiirdig ist auch wieder hier, daf} trotz der guten 
Ubereinstimmung der makroskopischen Erscheinungen die er- 
haltenen Werte derartige Unterschiede zeigen. 


Tabelle Nr. 61. 


0,4602 g Ameisensiure als Natriumformiat bei 27". 
Bakterium: Bac. Plymouthensis K.G.A. 
































ta 4) i i -_ 
Zeit |. , Noch Noch Vergoren | Vergoren 

" Kolben Kalomel  vorhandene | vorhandene ‘ be 
a | ae HCOOH | HCOOH | HCOOH HCOOH 
lagen g g 9/9 o %0 

Lt | 41 | 4,4686 04367 | 94,89 0,0235 5,11 

| 

2 | 38 | 4,1964 0.4101 | 8O.14 0.0501 10,89 

; 5 | 39574 0.3867 | 84.04 0.0735 | 15,96 

: 7 3.7994 0.3713 80.68 =| 0.0889 | 19,32 

5 9 | 3.4256 O3348 | 72,79 0.1254 27,20 

Tabelle Nr. 62. 

0.4602 ¢ Ameisensiure als Natriumformiat bei 27”. 
Baklterium: Bac. Plymouthensis K.G.A. 
a — Nee ee 
Zeit | = Noch | Noch Vergoren | Vergoren 

»  Kolben Kalomel  vorhandene | vorhandene - by 
a Nr. | HCOOH | HCOOH HCOOH | HCOOH 
lagen } a Oo oC | Vig Oo Vly 

1 | 2 | 4,2920 04390 | 9539 | 0,0212 4,61 

> | 4 | 4.2286 0.4133 | RY.80 0) ,0469 10,20 

| | 

3 6 3.9756 0.3885 R £42 0.0717 15.58 

= | aaa — : 

4 | 8 3,8120 | 0.3725 | 80,95 | 0.0877 19.05 

~- - ovr” me - “~ » Or 

D9 | 10 | 3,4454 0.3367 aaa 0.1235 26.83 


Die Neutralisation der Niihrbouillon wurde mit Hilfe von 
Phenclphthalein als Indikator durchgefiihrt; die Kolben wurden 
nach Methode 2 geimpft. 
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Makroskopische Erscheinungen. 

Nach 1 Tag: Mittelstarke Triibung, auf der Oberfliche einige 
isolierte Hautschollen, kein Farbstoff, kein Bodensatz; Kolben sehen 
gleichmafig aus. 

Nach 2 Tagen: Triibung etwas starker als am Tage vorher, auf 
Kolben 6, 7, 8, 9, 10 schwache farblose, nicht zusammenhingende Haut, 
auf Kolben 5 keine Haut, kein Farbstoff, sehr wenig Bodensatz; Kolben 
sehen im allgemeinen gleichméfig aus. 

Nach 3 Tagen: Starke Triibung, auf einigen Kolben einige farb- 
lose Hautschollen, auf anderen nicht; kein Farbstoff, unangenehmer 
Geruch, sehr wenig Bodensatz; Kolben sehen im allgemeinen gleich- 
mifig aus. 

Nach 4 Tagen: Sehr starke Triibung, auf der Oberflache einige 
farblose isolierte Hautschollen, kein Farbstoff, unangenehmer Geruch, 
wenig Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 5 Tagen: Wie am Tage vorher; Kolben sehen gleich- 
mafig aus. 

Tabelle Nr. 63. 
0.4602 ¢ Ameisensiiure als Natriumformiat bei 27°. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis K.G.A. 





























Zeit , — | oe Vergoren | Vergoren 
Kolben  Kalomel  vorhandene | vorhandene pee 
= “— HCOOH | HCOOH | HCOOH | HCOOH 
I 1 4, 4894 0.4387 95.33 0,0215 4.67 
2 3 4,2194 0,4123 | ~~ 89,60 0,0479 10,40 
3 a 3, 9684 0.3878 | 84,27 | 0,0724 15,73 
7 3.8082 0,3722 | 80,87 | 0.0880 | 19,13 
5 q 3.7086 0.3624 | = 78,78 0.0978 | 21,25 
Tabelle Nr. 64. 
0.4602 g¢ Ameisensiiure als Natriumformiat bei 27°. 
Bakterium: Bac. Plymouthensis K.G.A. 
Zeit, ' Noch | Noch | Vergoren | Vergoren 
Kolben Kalomel  vorhandene | vorhandene | . | tt 
Mas Nr HCOOH HCOOH | HCOOH | HCOOH 
fagen , g g 9/9 g %o 
2 4.4756 04372 | 95,04 0,0230 | 4,96 
2 4 4.2086 0.4113 89.37 0.0489 | 10,63 
3 6 3,950 0,3865 83,99 0,0737 | 16,01 
4 8 | 38164 0.3730 | = 81,04 0,0872 | 18,96 
5 10 | 3.6914 0.3607 | 7839 | 0,0995 | 21,61 
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Die Neutralisation der Nihrbouillon wurde mit Hilfe von 
Phenolphthalein als Indikator durchgefiihrt; die Kolben wurden 
nach Methode 2 geimpft. 
Makroskopische Erscheinungen. 

Nach 1 Tag: Mittelstarke Triibung, keine Haut, kein Farbstoff, 
etwas Bodensatz; Kolben sehen gleichmafig aus. 

Nach 2 Tagen: Triibung etwas stirker als am Tage vorher, nur 
am Rande etwas farblose Haut, kein Farbstoff, etwas Bodensatz; Kolben 
schen gleichmiéfig aus. 

Nach 3 Tagen: Triibung nicht staérker als am Tage vorher, auf 
der Oberflaiche einzelne Hautschollen, am Rande etwas Haut, auf Kolben 9 
etwas mehr Haut als auf 7, 8, 19, kein Farbstoff, in Kolben 9 ziemlich 
viel Bodensatz; in Kolben 7, 8 und 10 etwas Bodensatz; Kolben sehen 
m allgemeinen gleichmiéfig aus. 

Nach 4 Tagen: Kolben 9 bedeutend stirker getriibt als Kolben 10, 
auf beiden etwas farblose Haut, kein Farbstoff, ziemlich viel Bodensatz ; 
Kolben sehen gleichméfig aus. 

Nach 5 Tagen: Wie am Tage vorher; Kolben sehen ungleich- 
miéfig aus. 

Versuchsreihen 63 und 64, welche zu gleicher Zeit an- 
cestellt wurden, wurden 3 Wochen spiiter als Versuchsreihen 61, 
62, welche ebenfalls gieichzeitig angestellt wurden, durchgefiihrt. 


Vergleich der gefundenen relativen Werte. 


Tabelle Nr. 61 62 63 64 
1. Tag 5.11 4.61 4.67 t.96 
2. 10,89 10,20 10.40 10,63 
3. > 15.96 15,58 15,73 16,01 
4, > 19,32 19,05 19,13 18,96 
a 3 27,29 26,83 21,25 21,61 


Mittlere Tabelle. 


1. Tag 4.84 
2. 10,53 
3. 15.82 
4, > 19.12 
5 24 24 


Abweichungen der gefundenen von den mittleren Werten. 


Tabelle Nr. 61 62 63 64 

1. Tag + 0,27 — 0,25 0.17 + 0,12 
a » ~+ 0.36 0.33 0.15 “ O10 
53. > + 0.14 0.24 — 0,09 + O19 
4. » +- (),20 0.07 + 0.01 0.16 
D> + 3,01 + 2.59 — 2.99 — 263 
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Die Abweichungen der einzelnen gefundenen Zahlen von 
den mittleren Werten sind, abgesehen von den Zahlen des 
5. Tages, nicht gréBer als -- 0,36°/o und — 0,33°/o. Die Zahlen 
des 5. Tages, die bei den gleichzeitig angestellten Versuchs- 
reihen 61, 62 und 63, 64 gut iibereinstimmen, differieren unter- 
einander ganz bedeutend; an und fiir sich hiitten also wohl 
beide Zahlengruppen gleichen Anspruch, als richtig angesehen 
zu werden. Da aber der Sprung von 19°/o auf 27°/o viel zu 
grol} ist, diirften wohl die Zahlen 21,25 und 21,61 als passende 
angenommen werden. Werden die beiden Zahlen des 5. Tages 
27.25 und 26,83 nicht berticksichtigt, so wird folgende kor- 
rigierte mittlere Tabelle erhalten. 


Korrigierte mittlere Tabelle. 


1. Tag 4 B+ 
2. 10,53 
3. 15,82 
4. 19.12 
D. 21,43 


Abweichungen der gefundenen von den korrigierten 
mittleren Werten. 


Tabelle Nr. 61 62 63 64 

1. Tag -+ 0,27 — 0,23 — 0,17 +- 0,12 
2. +- 0,36 — 0,33 0,15 + 010 
3. +. O14 — 0,24 — 0,09 + 0,19 
4. - 0,20 0,07 +- 0,01 0,16 
5, » +. 5,82 t- 5,40) — 0,18 -+- O18 


Abgesehen von den eingerahmten Zahlen sind die Ab- 
weichungen der gefundenen von den _ korrigierten mittleren 
Werten recht klein, sie schwanken zwischen +- 0,36 und — 0,33. 

Menge der wiihrend der einzelnen Tage vergorenen 

Ameisensiure. 


(Berechnet aus der korrigierten mittleren Tabelle.) 


Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages 484 
2. 5,69 
3. 9,29 
4 4,30 
D 2 


”. 





° is , , P = ¢ ‘ 
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Vergleich der gefundenen absoluten Werte. 


Tabelle Nr. 61 62 63 64 
1. Tag 235 212 215 230 
2. » 501 469 479 489 
a 2 735 717 724 737 
4, » RSY 877 RSO 872 
dD > 1254 1235 978 495 


Da die wahre mittlere Tabelle mit der korrigierten mitt- 
leren Tabelle grofe Ahnlichkeit besitzt, sie weichen nur am 
). Tage voneinander ab, soll direkt die korrigierte mittlere 
Tabelle berechnet werden. 


Korrigierte mittlere Tabelle. 


1. Tag 223 
2. >» 485 
a. 728 
4, 80 
. 987 


Abweichung der gefundenen von den korrigierten mittleren 


Werten. 
Tabelle Nr. 61 7 62 ae 63 64 : 
1. Tag + 12 — a" he. 
2, » + 16 — — 4+. 4 
vo, 4 — Z = 11 — § + Y 
4,» + 9g ~— Ff + ( ee 
5.» 267: + 248: ee +8 


Abgesehen von den eingerahmten Zahlen von +- 0,0267 g 
und + 0,0248 g sind die Abweichungen von den korrigierten 
mittleren Werten recht klein, sie schwanken zwischen -- 0,0016 g 
und — 0,0016 g. 

Menge der wihrend der einzelnen Tage vergorenen 

Ameisensdure. 


(Berechnet aus der korrigierten mittleren Tabelle.) 


Innerhalb des sind vergoren HCOOH 
1. Tages 223 
2. > 262 
3. » 243 
4. 152 
dD. 107 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVII. 20 








, . 5) ' ’ 
24 Hartwig Franzen und G. Greve, 


Die erhaltenen Zahlen zeigen eine recht gute Uberein- 
stimmung, nur am 5. Tage kommen grdfere Abweichungen 
vor; diese Abweichungen miissen einer Verschiedenartigkeit 
des Luftzutrittes zugeschrieben werden. Auch aus diesen Ver- 
suchsreihen geht wieder mit voller Klarheit hervor, daB zu 
verschiedenen Zeiten identische Bouillonsorten dargestellt werden 
konnen. In 5 Tagen werden 0,0987 g = 21,43°/o Ameisen- 
siiure vergoren. Die grofte Géarungsintensitaét liegt innerhall 
des 2. Tages: innerhalb dieses Tages werden 0,0262 g = 5,69° 
Ameisensiiure vergoren; nach diesem Tag fillt die Garungs- 
intensitiét sehr allméhlich ab und ist nach 5 Tagen noch nicht 
beendet. 


Vergleich der bei den einzelnen Temperaturen 
erhaltenen Zahlen. 


Die grofte Gérungsintensitit liegt bei allen Temperaturen 
innerhalb des 2. Tages. An diesem Tage werden vergoren 
bei 17° 0,0171 g 3,68 9/0 
21° 0,0237 » = 5,09 %/o 
27° 0,0262 » = 5,69 %/o 
Nach 5 Tagen sind vergoren 
bei 17° 0,0635 g = 13,80°/o 
21° 0.0810 » = 17,60°/o 
27° 0,0987 » = 21,43°/o 
Bei 21° wird mehr Ameisensiiure vergoren als bei 17° 
und bei 27° mehr als bei 21°. Die Differenz zwischen 17° 


und 21° betriigt 0.0175 g¢ = 3,80°/0 und die zwischen 21° 
und 27° 0.0177 g¢ = 3,83°/o. Der Sprung von 17° auf 21° 


(Unterschied 4°) ist ebensogrob, wie der zwischen 21° und 27” 
(Unterschied 6°). 
Vergleich von Bac. Plymouth. Kral mit 
Bac. Plymouth. K.G. A. 


Nach 5 Tagen sind vergoren: 
Kral K. G. A. 
17° 


0,0733 g = 16,82 °/o 00,0635 g¢ = 13,80°o 


Lm) 
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21° 

0.1176 g = 25,550 0.0810 g = 17,60° 0 
24° 

0,1273 g = 27,65°/o 00,0987 g = 21,43%/o 


Aus diesen Zahlen geht hervor, dafi Bac. Plymouth. Kral 
nach 5 Tagen bedeutend mehr Ameisensiiure zu vergiiren ver- 
mag als Bac. Plymouth. K.G.A. 

Die Differenz betriigt bei 

17° 0,0138 3,02 °/o 
21° 0.0366 g 7,990 
27° (0,0286 ¢ 6,22 %/o. 


ll 


Wahrend bei bac. Plymouth. K.G.A. die Differenzen zwischen 
17 und 21° und zwischen 21 und 27° gleich grof sind, ist 
die Differenz bei Bac. Plymouth. Kral zwischen 17 und 21° 
bedeutend grofer als die zwischen 21 und 27°. Hieraus labt 
sich wohl mit ziemlicher Sicherheit schheben, dab die Opti- 
maltemperatur fiir die Vergiirung der Ameisensaure durch Bac. 
Plymouth. Kral eine andere ist, als die fiir Bac. Plymouth. K.G.A. 

Diese Zahlen geben natiirlich noch kein endgiiltiges Bild 
von der Verschiedenheit der beiden Stiimme, da die Zahlen 
mittlere Werte sind und die einzelnen Zahlen teilweise recht 
schlecht miteinander iibereinstimmen. Wegen dieser Ungleich- 
miiBigkeit der erhaltenen Zahlen ist es auch vorliiulig zweck- 
los, die Werte von Tag zu Tag zu vergleichen, um eventuell 
Gesetzmibigkeiten zu finden; dies mul verschoben werden, bis 
eine absolute Gleichmiibigkeit des Niihrmaterials und der Luft- 
zufuhr erreicht ist und dadurch eine bessere Ubereinstimmung 
der Zahlen erreicht wird. 

Die Verschiedenheit der erhaltenen Werte ist jedenfalls 
auf eine Verschiedenheit des physiologischen Zustandes der 
beiden Bakterienstiimme zuriickzufitihren. Vergleicht man die 
bei beiden Stiimmen beobachteten makroskopischen Erschei- 
nungen miteinander, so wird man finden, dal sich im allge- 
meinen dasselbe Bild ergibt. Aus den erhaltenen makrosko- 
pischen Bildern wiirde man wohl kaum auf eine physiologische 
Verschiedenheit der beiden Stiimme schlieBen kinnen, wiihrend 
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die erhaltenen Zahlen die physiologische Verschiedenheit be- 
weisen. Hier sieht man deutlich, daf nur durch eine quanti- 
tative chemische Analyse solche physiologische Verschieden- 
heiten aufgedeckt werden kénnen, welche bei der gewodhn- 
lichen bakterischen Beobachtung nicht zutage treten. Auch 
lalit sich durch die quantitative chemische Analyse eine exakt 
zahlenmaébige Beziehung finden, deren Aufstellung mit Hilfe der 
liblichen bakteriologischen Arbeitsweisen unmdglich ist. Nur 
laft sich in unserem Falle diese zahlenmiifige Beziehung noch 
nicht mit Sicherheit aufstellen, da vorléufig die Zahlen noch zu 
wenig miteinander tibereinstimmen. Aber wenn die diese Ver- 
schiedenheiten bedingenden Faktoren erst einmal ausgeschaltet 
sind, werden die Beziehungen mit aller Klarheit hervortreten. 


Notiz zu der Arbeit von F. Malengreau und A. Lebailly: 
Uber die synthetischen Homocholine. 
(Diese Zeitschrift, Bd. LXVII, Heft 1.) 
Von 


Fr. Kutscher. 





(Der Redaktion zugegangen am 22. Juni 1910.) 


In meinem Laboratorium hat bereits vor langerer Zeit Herr Berlin 
die Homocholine synthetisch dargestellt. 

Zum Vergleich hat er auch grifere Mengen von Neosin aus Krabben- 
extrakt zu gewinnen versucht. Die letztere Arbeit war sehr schwierlg 
und zeitraubend und hat deshalb bisher eine Ver6ffentlichung seiner 
Resultate hintangehalten. Ich bitte. dieses Gebiet noch kurze Zeit meinem 


Laboratorium iberlassen zu wollen. 








Uber die Darstellung des polypeptolytischen Ferments der Hefe. 
Von 


A. H. Koelker. 
Mit einer Kurvenzeichnung im Text. 


Aus dem physiologisch-chemischen Laboratorium der Johns Hopkins Universitat.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Mai 1910.) 


In einer friiheren Mitteilung!) wurde hervorgehoben, dah 
das racemische Alanylglycin zum Studium des polypeptolytischen 
Ferments mit grofer Genauigkeit verwendet werden kann. In 
derselben Mitteilung wurde festgestellt, daB man das polypeptid- 
spaltende Ferment auch durch Autolyse der Hefe darstellen 
kann, aber dafi} die Wirksamkeit einer so dargestellten Enzym- 
ljsung sehr gering ist im Vergleich zu der Wirksamkeit des 
Hefeprebsafts. Da aber die Bereitung des letzteren sehr zeit- 
raubend und miihevoll ist, so wurden Untersuchungen unter- 
nommen, das Enzym auf einem andern, leichteren Wege zu 
bereiten. 

Es ist bekannt, dafi die Hefe durch Chloroformieren in 
einigen Stunden zu einem Brei zerflieit und dai ein so dar- 
gestellter und filtrierter Saft eine sehr rasche Hydrolyse des 
Rohrzuckers verursacht.2) Nun wurde versucht, ob ein so 
dargestellter Saft der Biackerhefe eine rasche Hydrolyse des 
Alanylglycins zustande bringen wiirde. Jedoch zeigt das Expe- 
riment, daf die Hydrolyse sehr langsam erfolgte. Die Reaktion 
des Saftes war deutlich sauer. In der Meinung, dali diese Aci- 
ditaét eventuell die Zerstérung des Ferments verursachte, wurde 
der Versuch wiederholt bei gleichzeitigem Zusatz von einem 
unléslichen Carbonat (Calciumcarbonat) wahrend des Chloro- 
formierens. Es bildete sich eine reichliche Menge Kohlensaure, 


1) A. H. Koelker, The Journal of Biological Chemistry, Bd. VIII, 
Nr. 1 (1910) 


2) C. S. Hudson, The quantitative Determination of Canesugar by 
the use of Invertase. United States Depart. of Chemistry, Bureau of Che- 
mistry, Circular Nr. 40. 

21 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVII. 








298 A. H. Koelker, 


welche das Schaumen des Breies verursachte. Dieser Saft zeigte 
eine auferordentlich hydrolytische Wirksamkeit, welche manch- 
mal grOBer war als die eines frisch bereiteten HefepreBsafts. 
Der Versuch wurde fiinfmal wiederholt mit verschiedenen Proben 
Hefe aus derselben Fabrik!) mit dem gleichen Resultat.  Fiir 
das Studium des polypeptidspaltenden Ferments und fiir seine 
Verwendung zur Identifikation der Abbauprodukte der Proteine 
ist dieses Material sehr geeignet, denn die Losung ist nur wenig 
gefiirbt und die Bildung eines Niederschlags beim Stehen und 
bei Zusatzen ist nur selten. Untersuchungen sind augenblicklich 
im Gange, niheres zu erfahren tiber die Rolle, welche das Calcium- 
carbonat austibt in der Produktion dieses sehr aktiven Saftes. 

Bereitung des Saftes. Aus den neueren Erfahrungen wird 
ein sehr aktiver Saft wie folgt dargestellt: 500 g beste Backer- 
hefe werden mit 30 g gefalltem Calciumcarbonat innig geknetet 
und dann mit 30 ecm Chloroform tibergossen. Binnen 1 bis 
3 Stunden zerflieBt die Hefe vollkommen. Man 1abt noch 3 bis 
4 Tage bei gewOhnlicher Temperatur stehen und filtriert auf 
der Nutsche. Dann wird die Fltissigkeit, nach Zusatz von Toluol, 
bei 38° der Selbstverdauung tiberlassen, bis die optische Dre- 
hung derselben konstant wird, welches 10—40 Stunden dauert. 
Die Loésung wird nun mit Infusorienerde filtriert und direkt 
verwendet. Sie ist vollkommen klar und etwas gelb gefarbt. 

Zur Priifung der hydrolytischen Wirksamkeit wurde race- 
misches Alanylglycin benutzt unter Anwendung der optischen 
Methode.?) Das Prinzip dieser Methode, sehr kurz angegeben, 
ist das folgende: !/1490-Mol. dieses Dipeptides (365 mg) in einer 
halbnormalen Loésung wird der Wirkung des Enzyms_ aus- 
gesetzt. Die Anderung in der Ablenkung der Ebene des polari- 
sierten Lichtes ist ein Maf fiir die Menge des gespaltenen Di- 
peptids. Das racemische Dipeptid wird nach dem folgenden 
Schema gespalten: %) 

‘) Die Béiickerhefe wurde bezogen aus der Fabrik The Corby Co.. 


Langdon. D. C. 

?) Journal of Biological Chemistry, Bd. VIII, Nr. 1 (1910). 

*) Die optischen Werte reprasentieren '/1o0 des molekularen Dre- 
hungsvermégens, berechnet aus dem spezifischen Drehungsvermégen der 


10° vigen Losungen. 
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+2,1° 0°? 
, fd-Alanyl-glycin 
\ l-Alanyl-glycin 


— 73,3°. 





Bei der Bildung des d-Alanins und des |-Alanylglycins 
iindert sich die optische Drehung der Fliissigkeit. Die Ab- 
lesungen werden unter genau denselben Bedingungen ausge- 
fiihrt, néimlich im 1 dem-Rohr bei 37° mit weibem Licht. Die 
Drehung vor der Spaltung ist 0° und bei quantitativer Umsetzung 
— 1,51°.!) Also ist die GréBe der optischen Drehung ein Mah 
fiir die Menge des gespaltenen Dipeptids. Da die Bereitungen 
der Sifte bei den ersten Versuchen etwas verschieden sind, so 
werden sie im einzelnen angegeben. 

A. 150 g Bickerhefe (Marke Corby) werden mit 10 g Cal- 
clumearbonat innig geknetet und mit 10 cem Chloroform 6 Stunden 
lang digestiert, filtriert und 14 Stunden lang bei 38° verdaut 
und wieder filtriert. Hefesaft I CaCQ,. 

B. Genau ausgefiihrt wie unter A, aber ohne Calcium- 
carbonat. Hefesaft I. 


Serie L. 
A. B. 
2,90 ccm norm. Lisung des Dipeptids, 2,90 ccm norm. Lésung, 
1,50 » physiol. NaCl, 1,50 » physiol. NaCl, 
1,00 » Hefesaft I, CaCO,. 1,00 » Hefesaft I. 
Zeit Korr. Winkel Korr. Winkel] 
0 Minuten 0,00 ° 0,002 
10 7 — 0,11° — 
27 > — 0,46° 
42 » — 0,73° — 005° 
60 — 1,00° 
73 — 1,14° 
86 > — 1,26° — 0,12° 
120 > — 1,46° — 
465 > — — (0,749 
10 Tage — 151° — 1,36° 


Der Versuch zeigt deutlich, daf der Saft, welcher unter 
Zusatz von Calciumearbonat dargestellt wurde, viel aktiver ist 


1) loc. cit. 
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als derjenige ohne diesen Zusatz. Dali die Calciumsalze, welche 
dabei in Losung gehen, nicht die Ursache dieser Aktivierung 
waren, zeigt der folgende Versuch: 20 ccm desselben Saftes, 
welcher in B, Serie! untersucht wurde, wurde mit 2,0 g Calcium- 
carbonat 16 Stunden lang stehen gelassen und filtriert. Serie II 
gibt an die hydrolytische Wirksamkeit dieses Safts unter B im 
Vergleich zur urspriinglichen Enzymlésung unter A. 


Serie II. 
A. B. 
2,50 ccm der norm. Lésung, 2,50 ccm der norm. Lisung, 
150 » physiol. NaCl, 1,50 ~- physiol. NaCl, 
100 » Hefesaft 1. 1,00 » Hefesaft I, 
welcher mit CaCQ, stehen blieb. 
Zeit Korr. Winkel Korr. Winkel 
Q Minuten 0,00° 0,00° 
105 0,09 ° — 018° 
220 : - 0,22° — 0,37° 
375 > — 0,32° — 051° 
22 Stunden 0,86 ° — 1,40° 


Der Versuch zeigt, daB die Aktivitét des auf diese Weise 
neutralisierten Saftes etwas griBer ist als die des urspriing- 
lichen Safts. Aber der Unterschied ist so gering, dab er kaum 
auf eine spezifische Wirkung des Calciums zuriickzufihren ist, 
sondern eher auf die Abstumpfung der Séure, welche zugegen 
war. In einer friiheren Mitteilung!) wurde gezeigt, dab der Hefe- 
preBsaft eine raschere Hydrolyse verursachte, wenn man ihn 
vorher neutralisierte. 

Nun wurde dieser Versuch mit einer anderen Portion Hefe 
wiederholt. Die Darstellung der Safte war dieselbe wie auf 
Seite 299, nur war die Digestion mit Chloroform 51/2 Stunden 
und die Selbstverdauung 18 Stunden bei 38°. Die beiden Siifte 
werden bezeichnet als HefepreSsaft I], CaCO, und Hefesaft II. 
Hier wurde aber ein Teil des Hefesafts I], bevor er der Selbst- 
verdauung bei 38° tiberlassen wurde, mit einer reichlichen 
Menge CaCO, versetzt und dann 18 Stunden lang bei 38 ° ver- 
daut. Bezeichnung «Hefesaft II, CaCO, nachher». Die folgende 
Serie IJI gibt die hydrolytische Wirksamkeit der drei Safte an. 


1) loc. cit. 








(ber die Darstellung des polypeptolytischen Ferments der Hefe. 301 


Serie IIL. 
Hefesaft If CaCO, Hefesaft II. Hefesaft II, 
CaCO, nachher, 
2.50 ecm norm. Lésung, 2,50 ccm norm. Lésung, 2,50 ceem norm. Lésung, 


1,50 » physiol. NaCl, 1,50 » physiol. NaCl, 1.50 » physiol. NaCl. 
1.00 » Saft. 100 »> Saft. 1.00 » Saft. 
Zeit Korr. Winkel Korr. Winkel Korr. Winkel 

0 Minuten 0,00" 0,00 0.002 
16 > — 0,18” oo 
D1 > — 0,642 
6d > — 0,81° 
S84 ; + 0.98 * - 

115 — 124° 
152 — 141° — 

SStunden — 1,50° — 0,01° 0.042 
24 010° — (014° 
5O : a O.18° (), 229 
96 > — — (37° O43" 
10 Tage —- 0,77 ° 0,97 ° 


Der Versuch stimmt vollkommen mit dem vorigen tiberein. 
Hier ist der EinfluB des nachtriaglichen Zusatzes von CaCO, 
noch geringer. 

Nun wurde versucht, ob der Zusatz eines loslichen Cal- 
clumsalzes zum Hefesaft II] eine Aktivierung desselben zustande 
bringen wiirde. 1 cem Hefesaft I] wurde mit 0,84 ccm einer 
6°/oigen Calciumchloridlisung versetzt und 5 Tage bei 15° 
stehen gelassen, dann unter B die hydrolytische Wirksamkeit 


gepruft. 
Serie IV. 
A. B. 
2,50 ecm norm. Lésung, 2,50 cem norm. Lésung, 
150 > Wasser, 0.66 » Wasser, 
100 » Hefesaft II 1.00 » Hefesaft II. 
welcher mit 0,84 ecm einer 6° vigen 
CaCl,-Lésung stehen blieb. 

Zeit Korr. Winkel Korr. Winkel 
0 Stunden 0,00° 0.002 
23 — ().03° — (1.049 
46 > — (),08° — (09° 


10 Tage — (40° — (0,399 
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Hier ist tiberhaupt kein Einflu{B des Calciumchlorids zu 
bemerken. Calciumsalze tiben also keine Aktivierung des be- 
reitenden Saftes aus. 

Nun wurde versucht, ob die Zeit der Digestion der Hefe 
mit Calciumcarbonat und Chloroform einen EinfluB auf die 
Aktivitiit des Saftes austiben kénnte. 150 g Hefe (Marke Corby) 
wurden mit 10g Calciumearbonat innig geknetet und in 4 gleiche 
Portionen geteilt. Die erste Portion wurde nur 4 Stunden mit 
der gewohnlichen Menge Chloroform digerirt, die zweite 
24 Stunden, die dritte 48 Stunden und die vierte 72 Stunden. 
Nach den angegebenen Zeiten wurden die Losungen filtriert 
und 40 Stunden lang bei 38° der Selbstverdauung iiberlassen. 
Die 4% Siifte werden entsprechend bezeichnet als Hefesaft Illa, 
Hib, Wie und Ild. thre hydrolytische Wirksamkeit wird durch 
die folgende Serie V ausgedriickt. 


Serie Y. 


A. 
Hefesaft Hla. 


2? 50 cem norm. 


B. 
Hefesaft IIIb. 


2.50 ccm norm. 


.. 
Hefesaft Ill ce. 


2.50 cem norm. 


D. 
Hefesaft III d. 


2.50 cem norm. 


Losung, Losung, Lésung, Lésung, 
1.50 » physiol. 1,50 » physiol. 1,50 » physiol. 1,50 » physiol. 
NaCl, NaCl, NaCl, NaCl, 
1.00 » Hefe- 1.00 Hefe- 1,00 » Hefe- 1.00 » Hefe- 
saft Illa. saft illb. saft IIIc. saft II d. 
Korr. Korr. Korr. Korr. 
Zeit Winkel Zeit Winkel Zeit Winkel Zeit Winkel 
0 Min. 0.002 Q Min. 0,00° QO Min. 000° 0 Min. 0.00 ° 
10 015° 10 » —0O19° 10 » —034° 10 » —0 409 
98 » -—f.38° 28 » —Q063° 28 » —0,73° 28 » —0,95° 
WM » —O469 40 » —0929 40 » —1,08° 40 » —1,31° 
nd >) «=—O0979 56 » —1,179° 57 » —1,26° 58 » —1,45° 
74 » —O071°9 7 » —1,338° %7 » —141° 7 » —1,51° 
95 » —O86° 95 » —1,41° 96 » —1,46° 270 — 1,50” 
113 » —1,03° 114 » —1,49° 115 » —1,51° 
135 115° 135 » —1,51° 197 » —1,52° 
166» 132° 166 » —41,51° 
197 >» - 1,39° 
270 1,52 ° 


gibt 


Die graphische Darstellung der Wirksamkeit dieser 4 Siifte 
eine leichtere Ubersicht. 
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Der Versuch zeigt, daf eine liingere Digestion der Hefe 
mit Calciumearbonat und Chloroform einen sehr aktiven Saft 
liefert. Die Aktivitét nach 72 stiindiger Digestion ist sehr stark, 
sogar stiirker als die Aktivitét des Hefeprefsafts. Eine 3- bis 
4tiagige Digestion wiire also fiir die Bereitung zu empfehlen. 
Es ist moglich, dai der Zusatz von Chloroform die Zellwand 
der Hefe so verindert, dai sie die Diffusion des Enzyms ge- 
stattet. Es ist vor kurzem gezeigt worden, dali dieses Enzym 
durch Pergamentpapier dialysiert.!) Es ist wahrscheinlich, dab 
man auf diese Weise eine Trennung dieses Enzyms von den 
verschiedenen Fermenten, welche in der Hefe enthalten sind, 
ermOglichen kann. Der folgende Versuch zeigt, dali die Lésung 
keine Zymase enthielt. 150 g Hefe (Corbys) wurden mit 10 g 
Calciumearbonat innig geknetet und mit 10 ccm Chloroform 
libergossen. Nach sechsstitindigem Stehen wurde filtriert und 
2,0 ecm dieses Safts sofort mit 25 cem einer 10°/oigen Rohr- 
zuckerlésung versetzt. Nach 14 Stunden Stehen bei 38° war 
keine Bildung von CO, zu bemerken, wahrend ein Hefeprebsaft 
aus derselben Hefe unter den gleichen Bedingungen 6,0 ccm 
CO, lieferte. Die polypeptolytische Wirksamkeit wurde unter 
Serie I, A, Seite 299 angegeben. 

Uber die Rolle, welche das Calciumcarbonat bei der Be- 
reitung spielt, hoffe ich, in kurzer Zeit berichten zu koOnnen. 


') A. H. Koelker, The Study of Enzymes by means of the Poly- 
peptids. The Journal of Biological Chemistry, Bd. VIII, Nr. 1 (1910). 











Ein Prazisionsspektroskop mit horizontaler Spaltlage. 
Von 
O. Schumm. 


Mit einer Tafel in Lichtdruck. 


Aus dem chemischen Laboratorium des allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendorf,) 


Der Redaktion zugegangen am 10. Juni 1910. 


Wer sich mit der Theorie der Spektroskope eingehender 
beschiiftigt und spektroskopische Methoden allgemeiner ange- 
wandt hat, mui zu der Erkenntnis kommen, dah wir zur sach- 
gemiiben Ausfiihrung der betreffenden Untersuchungen ver- 
schiedenartiger Spektroskope bediirfen. Ein Universalspektroskop 
im wahren Sinne des Wortes lift sich nicht konstruieren.!) 

Fiir einfachere klinisch-spektroskopische Untersuchungen 
stehen uns in den bekannten geradsichtigen Handspektroskopen 
und dem noch lichtstiirkeren, vom Verfasser angegebenen «Blut- 
spektroskop» geeignete Apparate zur Verfiigung. 

Kinen Priizisionsapparat, der zu exakten spektroskopischen 
und spektrographischen Untersuchungen geeignet ist und in 
dem zur Erzeugung des Spektrums Gitter benutzt werden, 
habe ich kiirzlich in dieser Zeitschrift beschrieben.?) Da das 
Gitterspektroskop (und der Gitterspektrograph) sich zu genauesten 
Feststellungen tiber die im Blaugrtin, Blau und Violett auf- 
tretenden Absorptionserscheinungen durchweg besser eignet als 
Prismaapparate, so werden sich die «<Gitterapparate» bei der- 
artigen Untersuchungen mehr und mehr als unentbehrlich er- 
weilsen. ®) 

') Vgl. meine ausfiihrliche Begriindung in den Mitteilungen aus 
den Hamburgischen Staatskrankenanstalten, 1910, Heft 15, S. 350. 

?) Diese Zeitschrift, Bd. LXVI, Heft 4, 1910; dort Angaben iiber 


die friihere Literatur. 
3) Vgl. die Angaben von Rost, Franz und Heise, Beitrage zur 
Photographie der Blutspektra. Berlin 1909, bei J. Springer. 
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Diese wissenschaftlichen Apparate miissen freilich bei 
manchen Untersuchungen mit Zirkonlicht (Nernstlampe) be- 
trieben werden und konnen deswegen nicht in jedem Labo- 
ratorium Verwendung finden. Auch sind die Gitter infolge 
ihrer grOferen Emptindlichkeit gegen Staub, Diimpfe usw. nicht 
so haltbar wie Prismen und miissen daher mit der Zeit durch 
neue Gitter ersetzt werden. 

Aus diesen Grinden ist weiterhin auch ein Prismen- 
priazisionsspektroskop erforderlich, das tiberall anwendbar und 
moglichst leicht zu handhaben ist und dessen Unterhaltung 
keine nennenswerten Kosten verursacht. Dali die tibliche Aus- 
fiihrung des Bunsenspektroskops nicht den Anforderungen 
entspricht, die an ein fiir genauere physiologische und klinisch- 
spektroskopische Untersuchungen bestimmtes Spektroskop ge- 
stellt werden miissen, habe ich an anderer Stelle ausfihrlich 
begriindet.!) Ich habe mich schon friiher bemiiht, ein geeig- 
neteres Spektroskop herzustellen, indem ich das Bunsen- 
spektroskop mit etner lichtstiirkeren Optik und einer exakteren 
Vorrichtung zur gleichzeitigen Beobachtung zweier Spektra aus- 
riistete.?) Aber auch in dieser Ausfiithrungsform hat das bunsen- 
spektroskop insofern nicht allen Wiinschen entsprochen, als 
die Handhabung noch nicht bequem und einfach genug war. 
Um daher ein wirklich praktisches, leicht zu handhabendes 
Prazisionsspektroskop zu schaffen, das zu genaueren medizinisch- 
spektroskopischen Untersuchungen geeignet sei, habe ich fir 
das Bunsenspektroskop einen mechanischen Aufbau gewahlt. 
der dem des bekannten Spektrophotometers von KOnig-Martens 
ihnlich ist. Bei dieser unten niiher beschriebenen Konstruktion 
sind die dem Prinzip des Bunsenspektroskops eigentiimlichen 
Vorztige erhalten geblieben, die der iilteren Ausfiihrungsform 
anhaftenden Miingel aber beseitigt. 


Beschreibung des Apparates. 


Kollimatorrohr, Fernrohr und Skalenrohr liegen in einer 
vertikalen Ebene; der Spalt und die brechende Kante des Pris- 


') Klinische Spektroskopie, Jena, 1909, bei G. Fischer. 
*) Diese Zeitschrift, 1909, Bd. LIX, H. 1. 
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mas liegen horizontal, das Spektrum vertikal, Rot unten, Vio- 
lett oben. 

Der sehr kriiftige «symmetrische» Prazisionsspalt KriiB- 
scher Konstruktion ist mit der Schlittenfiihrung fiir den seit- 
wiirts verschiebbaren Hiifner-Rhombus zu einem festen Stiick 
vereinigt, das gleichzeitig als Trager fiir das Vorderende des 
Kollimatorrohrs dient. Die Vorderwand des aus starken Metall- 
platten hergestellten kastenartigen Prismengehiuses dient gleich- 
zeitig als Triiger fiir das Hinterende des Kollimatorrohrs, die 
beiden Seitenwiinde gleichzeitig als Lager fiir die beiden Zapfen, 
um die sich die Verliingerungsstiicke des Fernrohrstutzens 
drehen. Als Prismenhalter dient ein Metallrahmen, der sich 
zwecks Justierung der Prismenstellung von aufben verstellen 
lift, ohne dab das Prismengehiuse gedffnet zu werden braucht. 
Die Feinbewegung des schriig aufwirts gerichteten Fernrohrs 
wird durch eine Mikrometerschraube und Zugfeder vermittelt. 

Zu sehr genauen Ortsbestimmungen (Wellenliingenbestim- 
mungen) dient eine in 100 Teile geteilte Mef{trommel und der 
Index. Fiir viele Zwecke ist bekanntlich die Ablesung an der 
gespiegelten Wellenliingenskala gentigend genau. — Vor dem 
Spalt ist ein beweglicher Objekttisch angebracht. 

Die das eigentliche optische System enthaltenden Bestand- 
teile des Apparates sind an einer horizontal gelagerten starren 
Metallschiene so angebracht, dab der einmal richtig justierte Appa- 
rat selbst bei wenig geschikter Behandlung nicht leicht in Unordnung 
kommt. Als Triiger fiir das Ganze dient ein solider Unterbau. Dessen 
vorderer Bock ist so durchbrochen, dai von der zur Beleuchtung 
des Spaltes dienenden Lichtquelle aus Lichtstrahlen durch den Aus- 
schnitt des Bocks nach dem am hinteren Bock angebrachten be- 
weglichen Spiegel gelangen kénnen. Dadurch ergibt sich die Még- 
lichkeit, von einer Lichtquelle aus sowohl den Spalt als auch 
die Wellenliingenskala beleuchten zu kinnen. Die freie Offnung 
der Objektive betrigt 30 mm, ihre Brennweite 160 mm. 

Das beschriebene Priizisionsspektroskop!) hat 

') Der Apparat wird in genauer Ubereinstimmung mit meinem 
Originalmodell von dem optischen Institut A. Kriiss, Inhaber Dr. H. Kriss, 


Hamburg. hergestellt. 
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folgende Vorziige vor der alteren Ausfiihrungsform 
des Bunsenspektroskops: Es ist sehr stabil und wider- 
standsfiihig gegen iiufere Einfliisse, und die Handhabung ist 
eine weit leichtere. Die Beobachtung erfolgt in bequemster 
Weise wie bei einem schrag gestellten Mikroskop. Der Beob- 
achter kann alle am Spalt auszufiihrenden Manipulationen, das 
Verengern oder Erweitern des Spalts, das Vorbeifiihren der 
zu beobachtenden Fliissigkeiten usw. selbst ausfiihren, ohne 
die Beobachtung unterbrechen zu miissen. 

Die gleichzeitige Beobachtung und Ausmessung zweier 
Spektra erfolgt unter richtigen optischen Verhiiltnissen, sodabh 
geringe Unterschiede zweier einander éhnlichen Spektra leichter 
und sicherer festgestellt werden konnen.!) Da die Dispersion 
des Prismas ziemlich gering ist, so liefert der Apparat mit 
Okularen von 40 ~—25 mm Brennweite ein relativ kurzes, helles 
Spektrum. Die Justierung des Apparates ist sehr leicht aus- 
zufiihren. Zur Beleuchtung des Spalts und der Wellenlangen- 
skala gentigt unter allen Umstiinden eine Lampe. 


Kurze Zusammenfassung der auf die spektroskopischen 
Apparate beziiglichen Untersuchungsergebnisse. 


Es sind im Laufe der Jahre alle diejenigen Spektroskop- 
konstruktionen von mir auf das sorgfiiltigste gepriift worden, 
die in irgend einer Hinsicht wesentliche Verbesserungen der 
iiltesten, primitiven Spektroskope zu bieten schienen. — Sehr 
oft wiederholte vergleichende Untersuchungen der verschieden- 
sten als Herstellungsmaterial fiir die Prismen benutzten Glas- 
sorten und die vielfach ausgefiihrten Versuche iiber die geeig- 
netsten optischen Verhiltnisse (Offnungsverhiiltnis und Brenn- 
weite der Objektive, Dispersion der Prismen usw.) haben zu 
feststehenden Ergebnissen gefiihrt. 

Auf dieser Grundlage konnte ich die Herstellung zweck- 
miafigerer Spektroskope in Angriff nehmen. Das erstrebte 
Ziel, solehe Typen zu schaffen, die bei bester opti- 

') Dieser Apparat ersetzt also gleichzeitig auch die friiheren so- 
genannten Vergleichsspektroskope, z. B. das Quincke-Pulfrichsche 
«Vergleichsspektroskop» von Zeiss. 
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scher Leistung modglichst leicht zu handhaben seien 
und dadurch die Anwendung spektroskopischer Me- 
thoden bei klinischen und physiologisch-chemischen 
Untersuchungen zu erleichtern, diirfte erreicht sein. 
— Das war um so notwendiger, als bei der Konstruktion der 
bis dahin von anderer Seite, speziell von Carl ZeiB, Jena, 
hergestellten neuen groben Prismenpriizisionsspektroskope auf 
die Bediirfnisse des Physiologen und physiologischen Chemikers 
wenig Riicksicht genommen ist, sodaf die betreffenden Apparate 
kaum anders als fiir rein physikalische Zwecke verwendbar sind. 

Als praktisch wichtigste unter den von mir hergestellten 
Spektroskopen sind die drei folgenden zu bezeichnen: 

1. das Blutspektroskop, 2. das neue Gitterspektroskop. 
3. das oben abgebildete neue Prismenspektroskop. 

Diese drei Apparate bilden zusammen ein Instrumentarium, 
das die Anwendung der spektroskopischen Methoden in zweck- 
miifigster Form und in sehr weitem Umfange gestattet. 

Ks sei kurz erwiéhnt, dai fiir die Photographie der 
Absorptionsspektren im hiesigen Institut folgende Apparate in 
Anwendung sind: 1. der von W. Gummelt konstruierte fest- 
armige Prismenspektrograph,!) 2. der U-V-Prismenspektro- 
graph,?) 3. der neue Gitterspektrograph (auch mit U-V-Optik).°) 
Am vielseitigsten anwendbar ist der neue Gitterspektrograph., 
doch haben auch die beiden Prismenspektrographen ihre be- | 





sonderen Vorziige. Ein niiheres Eingehen auf die spektro- 
graphischen Apparate gehort nicht in den Rahmen dieser Ab- 
handlung. 


') Genau beschrieben in «Klinische Spektroskopie», Jena 1909. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, Heft 6, 1909. 
5) Diese Zeitschrift, Bd. LXVI, Heft 4, 1910. 
































Zur Theorie der Desinfektion. 
Vorlaufige Mitteilung. 
Von 
R. O. Herzog und R. Betzel. 


Mit zwei Kurvenzeichnungen im Text. 
(Aus dem Chemischen Institut der Technischen Hochschule in Karlsruhe.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. Juni 1910.) 


Vor etwa zwei Jahren haben wir Versuche in Angriff 
senommen, welche eine Aufklaérung der physikalischen und 
chemischen Verhiltnisse bei den Desinfektionsvorgiingen be- 
zweckten. Davon ausgehend, dafi die Antiseptika und die in 
der LOsung suspendierten Mikroorganismen nicht, wie es _ bis- 
her geschah, als homogenes, sondern als heterogenes System 
aufzufassen sind, war der Plan, die Verteilung des Antisepti- 
kums zwischen Losungsmittel und Organismen zu _ priifen.!) 

Seither ist dasselbe Problem von iihnlichen Gesichtspunkten 
aus von verschiedener Seite in Angriff genommen und bearbeitet 
worden. Zuerst hat H. Bechhold?) die Frage behandelt, sich 
teils auf Adsorptionsversuche im allgemeinen, teils auf Ver- 
suche iiber Desinfektion stiitzend, insbesondere boten die Ar- 
beiten von Krénig und Paul’) geeignetes Material, welches 


‘) Die Versuche muften wegen Militérdienstes Herrn Betzels fiir 
cin Jahr unterbrochen werden. Uber unsere vorliufigen Ergebnisse, so- 
weit reichend, wie sie hier mitgeteilt werden, wurde am 18. Juni 1909 
in der Karlsruher Chemischen Gesellschaft berichtet. Vgl. Chem. Ztg., 
1909, Nr. 78. 


?) Intern. Kongref f. angew. Chem., Mai-Juni 1909. — Zeitschrift 
Chem. u. Ind. d. Koll., Bd. V, S. 22 (1909). 
5) Zeitschrift f. Hyg., Bd. XXV, S. 1 (1897). — Ferner Paul, Ent- 


wurf z. einheitl. Wertbest. Chem. Desinfektionsmittel von Th. Paul, 
Berlin 1901. 
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auch H. Morawitz!) und H. Freundlich?) ihren Betrach- 
tungen zugrunde legten. Soeben wandten endlich Th. Paul, 
G. Birstein und A. ReuB*) denselben Gedanken gelegentlich 
neuer Versuche mit Sauerstoff als Desinfektionsmittel an. 

Die genannten Verfasser gingen alle davon aus, in irgend 
einer Weise auf Grund theoretischer Uberlegungen oder rech- 
nerisch die Mitwirkung von Adsorptionsvorgiingen festzustellen, 
eine Zwangslage, solange man mit Bakterien arbeitet. Um diese 
Schwierigkeit zu vermeiden, haben wir als Mikroorganismen 
Hefe angewandt, die nach hinreichender Einwirkung des ge- 
losten Antiseptikums durch Zentrifugieren von der Lésung ge- 
trennt wurde. 

Die vorliiufigen, im folgenden kurz mitgeteilten Versuche 
bezweckten nur die Feststellung, wieviel bei variierter Gift- 
konzentration von derselben Hefemenge aufgenommen wird. 
Weder auf die Frage, in welcher Beziehung die aufgenommene 
Giftquantitét zu der eigentlich wirksamen steht, noch darauf, 
inwieweit es sich um reversible Vorgiinge handelt oder nicht, 
oder auf den Einflu{B der Temperatur usw. wird vorerst ein- 
gegangen, doch sollen fortgesetzte Versuche gerade auch nach 
dieser Richtung Aufklirung bringen. 

Die Antiseptika, welche in relativ verdiinnter Losung auf 
Mikroorganismen wirken, reagieren, soweit bekannt, entweder 
mit den Proteinen oder sie besitzen ein erhebliches Loslich- 
keitsvermogen fiir Fette und sogenannte Lipoidstoffe oder um- 
gekehrt diese fiir sie. Von den Giftstoffen letzter Art wurde 
vorwiegend Chioroform untersucht, von Stoffen, die vor- 
wiegend gegentiber Eiweii reaktionsfihig sind — sei es chemisch, 
sei es, dab sie auf deren kolloidale LoOsungen einwirken —., 
Salze, von denen hier nur tiber Silbernitrat berichtet werden 
soll, ferner Formaldehyd. Auch Phenol wurde gepriift. 

Die hauptsiichliche und zum Teil sehr zeitraubende Schwierig- 
keit der Arbeit lag in der Erzielung einwandfreier Analysen: 


~ 


') Kolloidchem. Beihefte, Bd. I, S. 301 (1910). 
2) Das.. S. 317. 
’ Biochem. Zeitschrift, Bd. XXV, S. 367 (1910). 
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iiber die schlieBlich angewandte Methodik wird in einer spa- 
teren Mitteilung berichtet werden. 

5 g Prebhefe werden mit Chloroformwasser von dem 
angegebenen Gehalt zusammen gebracht (Volumen 99 ccm) und 
4 Stunden geschiittelt. 


Angewandte Menge Von der Hefe aufgenommene 
Chloroform in g Chloroformmenge in g 
0.5347 0.0876 
0.4221 0.0375 
0.2814 0.0372 
0.2814 0.0355 
0.1407 0.0122 
0.0563 0.0047 


In einem anderen Versuche (mit anderer Hefe usw.) werden 
erhalten (eine dritte zwischen beiden angegebenen Konzentra- 
tionen liegende Bestimmung fallt soweit heraus, dal} ein grober 
Versuchsfehler wahrscheinlich ist): 





Angewandte Menge Von der Hefe aufgenommene 
Chloroform in g Chloroformmenge in g 
0.4221 0,0541 
0.1688 0,0167 
, 4 
] Verouche mit Chloroform 





1g der m der Losing verbhebenen CHorofirmmenge 


— 


Lg der van der Hele culgenommenen ilorofarramenge 


Der fiir die Adsorption berechnete Exponent betrigt 1,4. 
Die folgenden voneinander vollstaéndig unabhiingigen Ver- 
suchsreihen sind mit Silbernitrat angestellt, bei der ersten be- 
triigt die Menge der zugefiigten Hefe 5 g, das Volumen der 
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Loésung 100 ccm: bei der zweiten die Hefe 10 g, das Volumen 
107.5 ecm. 

Auffallenderweise sind die Gleichgewichtskurven nicht par- 
allel: der Exponent der Adsorptionskurve ist im ersten Fall 
ungefiihr 3/2, im zweiten !/s, beide liegen aber innerhalb der 


von Biltz und Freundlich fiir die Adsorption als Regel 
angegebenen Grenzen. 


1. Versuch. 


Urspriingliche Menge Von der Hefe aufgenommene 
Silbernitrat in g Silbernitratmenge in g 
8.481 0,643 
4,241 0,426 
2,827 0,326 
2.120 0,276 
1.696 0.240 
0.848 0.175 


2. Versuch. 


Urspriingliche Menge Von der Hefe aufgenommene 
Silbernitrat in g Silbernitratmenge in g 
8,168 0.654 
4,084 0.533 
2,723 0454 
2.042 0,409 
1.6336 0,364 
0.8168 0,293 


Verouche mit cilbezmtiat: 





| 


nezen Menge Ay No, 


Poke anh ne 
hele aidlgen 
+ ‘ 





lq der in der Losing verbiebenen Menge dg No, 


Ein ganz anderes Bild zeigen die Versuche mit Formaldehyd. 
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1. Versuch. 


Formaldehyd angewand! Von der Hefe aufgenommene Menge 
in g in g 
0,835 0.025 
0,527 0,032 
0,263 0,030 
0,263 0,029 
0,132 ') 0,029 


2. Versuch. 


Formaldehyd angewandt Von der Hefe aufgenommene Menge 
in g in g 
2,514 0,047 
1,675 0.036 
0.838 0.044 
0,838 0.036 
0,447 *) 0,035 


Die angefiihrten Versuche zeigen also, daf innerhalb der 
Fehlergrenzen der Methode eine gewisse Hefemenge immer eine 
bestimmte, von der Konzentration unabhingige Formaldehyd- 
menge bindet. 

Versuche, die mit Phenol?) angestellt wurden, liefen inner- 
halb 1,87- bis 0,187°/oigen Lésungen keine Aufnahme des Anti- 
septikums durch die Hefe erkennen. 

Die angefiihrten Versuche zeigen also, daf Silbernitrat 
von Hefe so aufgenommen wird, wie dies bei einem Adsorptions- 
prozeB der Fall sein miifte; Chloroform zeigt dasselbe Ver- 
halten, nur fillt der Adsorptionsexponent aus den gewohn- 
lichen Fragen heraus — was freilich auch sonst schon bel 
typischen Adsorptionsvorgiingen beobachtet wurde —; von 
Formaldehyd wird stets eine konstante Menge gebunden, un- 
abhiingig von der Konzentration; bei Phenol konnte Aufnahme 
durch die Organismen nicht nachgewiesen werden. Die Ver- 
suche werden in der oben angedeuteten Richtung fortgesetzt. 

') Bei einer noch geringerer Konzentration ist eine offenbar durch 
einen Versuchsfehler entstellte abweichende Zahl gefunden worden. 

2) Vgl. tiber die Phenolwirkung Reichel, Biochem. Zeitschrift, 
Bd. XXII, S. 149, 177, 201 (1909). 


Lo 
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Enzymologische Mitteilungen. 
Von 
Ernst Willy Schmidt. 


(Aus der chemischen Abteilung des physigdlogischen Instituts in Jena.) 
Der Redaktion zugegangen am 21. Juni 1910.) 


Uber das Erhitzen von Enzymen. 


In der einschligigen Literatur finden sich eine ganze 
Anzahl von Angaben tiber das Verhalten von Enzymen hoheren 
Temperaturen gegeniiber. Die Angaben sind hiiufig sich wider- 
sprechende:; je nach der chemischen Reinheit des verwendeten 
Fermentpriiparates schwankt die Empfindlichkeit hdheren Tem- 
peraturen gegeniiber. Die reinsten Enzyme erwiesen sich als 
sehr thermolabil, so daB im allgemeinen der Schluf gerecht- 
fertigt erscheint: Die Thermolabilitaét steht in einem umge- 
kehrten Verhiiltnis zur Reinheit eines Fermentes. Je weniger 
verunreinigt ein gewonnenes Enzym ist, um so empfindlicher 
wird es gegen steigende Hitzegrade. Da nun in quantitativer 
Hinsicht an den Fermentverunreinigungen hauptsachlich Protein- 
kOrper beteiligt sind — nur bei den allerreinsten Enzympraparaten 
bleibt in einigen Fallen die Biuretreaktion aus —, so sind wahr- 
scheinlich diese Eiweifstoffe, oder schlechthin kolloide Sub- 
stanzen, die Ursache fiir eine gewisse Hitzeresistenz vieler 
Enzyme. Immerhin sind die Warmegrade, die von solchen 
mit Kolloiden verunreinigten Enzympriparaten in Loésung er- 
tragen werden, noch keine betrichtlichen. Uber 60° C. geht 
die Resistenz zumeist nicht hinaus (ausgenommen das Papayotin, 
das ein noch unaufgeklirtes Optimum bei 90—95° C. haben 
soll), so daB im groBen Ganzen die Fermente zu den thermo- 
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labilen Stoffen gerechnet werden. Die Tatsache, daf die meisten 
Enzyme durch die Koagulationstemperatur des Eiweifes voll- 
stiindig vernichtet werden, dient wesentlich mit zur Unter- 
stiitzung der Annahme von der Proteinnatur der Enzyme. 

Wenn nun die ein Ferment fast stets verunreinigenden 
Kiweibkorper je nach ihrer Menge modifizierend auf die Thermo- 
labilitat des betreffenden Enzymes einwirken, so kénnte es 
moglich sein, durch Eintragen eines Enzymes in eine kolloide 
Losung die Hitzeempfindlichkeit praktisch auszuschalten. 

Ich arbeitete mit Trypsin (Schuchard), dessen Thermo- 
labilitit in wisseriger LOsung bekannt ist. Ich trug eine Messer- 
spitze voll Trypsin in 10 ccm einer 5°/oigen Peptonlésung 
schwach alkalisch) und erhitzte bis zum lebhaften Sieden. Nach 
dem Erkalten setzte ich dieser gekochten Pepton-Trypsinlésung 
eine Fibrinflocke zu, diese wurde in normaler Weise verdaut. 
Ein Kontrollversuch mit in destilliertem Wasser erhitzten 
Trypsin ergab, dali das Trypsin hierbei zerstért wurde. 

Der Versuch ward in folgender Weise wiederholt: Eine 
durch Kochen und nachtriigliche Filtration vollkommen klar 
hergestellte 5°/oige Peptonldsung (10 cem) wurde mit 1 ccm 
einer ebenfalls klar filtrierten, konzentrierten Trypsinlésung 
(ca. 5°/o) versetzt. Das gut durchgeschiittelte Gemisch wurde 
im Reagenzrohre zum Sieden gebracht. Die vorher goldklare 
Fliissigkeit wird dabei regelmifig in der Nihe der Siede- 
temperatur triibe, es entsteht ein flockiger grauer Niederschlag, 
der beim Erkalten sich langsam ballt und sich in kurzer Zeit 
am Boden des Glases locker sedimentiert. Wurde die konzen- 
trierte Trypsinldsung ohne Peptonwasserzusatz kurz aufgekocht, 
so blieb sie klar; nachtriglich noch einmal mit Peptonwasser 
erhitzt, trat ebenfalls keine Triibung der Losung ein. 

Ich trennte nun Niederschlag und Lésung durch Filtration 
und priifte sowohl den gut ausgewaschenen, in Alkali unlés- 
lichen Niederschlag, wie auch die L6sung auf die verdauende 
Kraft gegeniiber Fibrin: Die Fibrinflocke wurde in_ beiden 
Fillen restlos gelist, das Filtrat verdaute jedoch betrachtlich 
schneller. 

Die ohne Pepton gekochte konzentrierte Trypsinldsung 


2* 


ae 
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hatte ihre verdauende Kraft verloren, infolgedessen auch die 
vor Zusatz von Pepton erhitzte Trypsinportion. Ein nachtrig- 
licher Zusatz von Peptonlésung zu schon erhitztem Trypsin 
libte keinerlei Wirkung aus. 

Anstatt Peptonwasser versuchte ich noch Gelatinelésungen 
und Agar-Agar') in bezug auf eine Schutzwirkung fiir Trypsin 
gegen Erhitzen. So wurden 10 ccm einer 2°/oigen Agarlésung 
mit 1 ccm einer konzentrierten TrypsinlOsung versetzt und 
auf 100° C. gebracht. Nach Erkalten wurde tber die feste 
Agarmasse eine 0,3°/oige Na,CO,-Losung geschichtet, der eine 
Fibrinflocke beigegeben war. Das Fibrin ward bei Bruttempe- 
ratur normaliter gelést. Denselben Effekt hatte Gelatine; mit 
einer 10°/oigen Gelatinelésung (neutral) auf 100° C. erhitztes 
Trypsin behielt seine fibrinverdauende Wirkung bei. — Das 
Arbeiten mit GelatinelOsungen fiihrte zur Auffindung eines Phiino- 
mens: Trypsin spaltet Gelatine bei 100° C. momentan bis 
zu Tryptophan! Bei den verschiedenen Versuchen mit Gela- 
tine war mir schon aufgefallen, dafi die Gelatine nach einem 
ganz kurzen Aufkochen mit Trypsin ihr Erstarrungsvermogen ?) 
verliert, sie bleibt fliissig. Es ist durch diese kurze, aber 
allem Anscheine nach auBberst heftige Reaktion mit dem Trypsin 
bei 100° C. eine weitgehende strukturelle Modifikation, ver- 
bunden mit einer chemischen Umsetzung, vor sich gegangen. 
Schon wahrend des Erhitzens mit Trypsin entstand eine Triibung 
der gelatindsen Fliissigkeit. Nach dem Erkalten fiel ein starker 
gelblicher Niederschlag aus. Auch unter stromendem Wasser 
und nach tagelangem Stehen in der Kilte konnte eine derart 


') Als Adsorbens fiir Enzyme wurde Agar-Agar verschiedentlich 
gebraucht (vgl. Euler, Allgemeine Chemie der Enzyme, 1910, S. 57). 
Das von einem Agarwiirfel adsorbierte Trypsin wird spiter leicht wieder 
an die umgebende Fliissigkeit abgegeben. Auf diesem Verhalten beruht 
eine Methode von Eiranian zum Nachweis von Trypsin in Faeces 
(Eiranian, Uber den Nachweis der Darmfermente, speziell des Trypsins, 
in den Faeces, nebst einer neuen Methode desselben. Dissertation, 


Halle 1909). 

2) W. M. Bayliss (Das Wesen der Enzym-Wirkung, 1910, 5. 27) 
erwihnt, da eine Enzymwirkung (Trypsin) von 5 oder 6 Minuten bei 
‘0° C. geniige, um die Erstarrungsfaihigkeit der Gelatine zu vernichten. 
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behandelte GelatinelOsung nicht mehr zum Erstarren gebracht 
werden. Die Gelatine hatte die Eigenschaften eines Hydrogeles 
verloren, schon an der Anderung der Viskositiit der Fliissig- 
keit nach der Reaktion mit Trypsin war diese Tatsache zu 
erkennen. 

Es ist somit die plétzliche Uberfiihrung einer Gelatine- 
lOsung in einen irreversiblen Zustand durch Trypsin in der 
Siedehitze festgestellt. — In rein chemischer Hinsicht war das 
Auffiillige, dai eine solche Losung mit Essigsiiure angesiiuert 
und mit Bromwasser versetzt eine tief rotviolette Fiirbung gab: 
die typische Trypthophanreaktion. 

Die Versuche wurden im allgemeinen so ausgefiihrt, dab 
eine klare neutrale 10°/oige Gelatineldsung mit 2 cem einer 
konzentrierten, ebenfalls vollkommen klaren Trypsinlésung in 
einem Reagenzglase zusammengefiigt, tiber der Flamme bis zum 
heftigen Sieden erhitzt und sofort unter strOmendem Wasser 
zum Erkalten gebracht wurde. Die ganze Manipulation kann 
in etwa einer halben Minute vorgenommen werden. In gleicher 
Weise gibt eine mit Trypsin aufgekochte Peptonlésung Trypto- 
phanreaktion. 

Zur Kontrolle erhitzte ich wiederum die konzentrierte 
Trypsinlésung fiir sich und setzte sie dann einer Gelatine- 
bezw. Peptonlésung zu, die Reaktion blieb nunmehr aus, die 
Geiatine behielt nach dem Aufkochen ihr Erstarrungsvermigen, 
es entstand kein Niederschlag in der Gelatine- bezw. Pepton- 
lOsung, die Tryptophanreaktion trat nicht auf. 

Auch der mit Trypsin zusammen gekochten Gelatinelésung 
wurde nachtriglich Fibrin zugesetzt, es wurde, wie in den 
ersten Versuchen mit Pepton und Agar, ebenfalls glatt geldst 
bei schwach alkalischer Reaktion. Schliefilich sei noch eines 
kleinen interessanten Versuches Erwiihnung getan, der eine 
ganz merkwiirdige Hitzeresistenz des Trypsins betrifft. Trypsin 
(Schuchard) wurde trocken in wasserfreies Glycerin einge- 
tragen: durch kriiftiges Umschiitteln ward dann das Trypsin 
auf das feinste in dem Glycerin verteilt; diese Suspension 
wurde einige Minuten im Sieden erhalten. 1 ccm dieses Gly- 
cerintrypsingemisches wurde zu 10 ccm Na,CO, (0,3"/0) hinzu- 
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gefiigt und dieser Verdauungsflissigkeit eine Fibrinflocke zuge- 
setzt. Das Fibrin!) wurde in normaler Weise bei Bruttemperatur 
verdaut. Es hat demnach das in Glycerin eingetragene Trypsin 
eine Temperatur von 292° C. (Siedepunkt des Glycerins) ohne 
Schaden ertragen. 

Von einer Erkliirung der verschiedenen hier kurz mit- 
geteilten Tatsachen ist vorliufig noch ganz abgesehen worden: 
nur eine moglichst genaue Beschreibung schien angiangig. Da 
wir kein einziges Enzym in der Hand haben, das mit Sicher- 
heit als chemisch rein zu bezeichnen ist, so ware es miibig, 
nach Hypothesen zu suchen, um Vorgiinge zu erklaren, bei 
denen das diese Vorgiinge auslisende Agens selbst noch seinem 
Charakter nach hypothetischer Natur ist. 


IT. 


Zur Sterilisation von Enzymen. 


Bei Anstellung von Versuchen liber die spezifische Wirk- 
samkeit irgend eines Fermentes ist es von grOBter Wichtigkeit. 
die Bakterien sicher auszuschalten. Man pflegt durch Zusatz 
von Desinfizientien dieser Forderung Rechnung zu tragen. Die 
Beigabe von Protoplasmagiften ist aber immer mehr als ein, 
wenn auch notwendiges, Ubel erkannt worden. Die fermen- 
tative Titigkeit wird stets in etwas beeinfluBt, zudem ist die 
giftige Wirkung der verschiedenen Antiseptika nur eine relative. 
Vom Thymol?) konnte ich nachweisen, daf es als Desinfiziens 
fiir Verdauungsversuche ungeeignet ist. Toluol, Chloroform 
und Fluornatrium scheinen auch nicht unbedingt sicher eine 
Ausschaltung der Bakterientitigkeit zu garantieren. Es wire 
deshalb von Wert, wenn man ohne Desinfizientien bei enzy- 
mologischen Arbeiten, besonders bei einer meist linger an- 
dauernden und wegen ihrer alkalischen Reaktion fiir Bakterien 


') Das Fibrin war gut; iiberdies wurde ein Versuch gleichzeitig 
angestellt, ob sich das Fibrin nicht in Alkali bei Bruttemperatur spontan 
auflist. Das Fibrin blieb jedoch unverindert, wihrend das in Glycerin 
-. Trypsin eingetragene vollkommen gelist war. 

*) In einer binnen kurzem erscheinenden Arbeit. 











Enzymologische Mitteilungen. 319 


als Nahrboden sehr geeigneten tryptischen Verdauung, auskommen 
konnte. Dieses ist zu ermdglichen, sobald es geliinge, sowohl 
das Ferment, wie auch das der Fermentwirkung zu_ unter- 
werfende Objekt durch Hitze steril zu bekommen. — Nach 
den Beobachtungen der vorhergehenden Mitteilung ist nun eine 
Hitzesterilisation von Trypsin prinzipiell méglich. Ein kleiner 
Versuch erhirtet diese Annahme. Ich nahm eine in der be- 
schriebenen Weise hergestellte Peptontrypsinlésung, impfte diese 
mit einer sporogenen Bakterienform und kochte das Ganze 
einmal auf. Ein KontrollrOhrchen blieb unaufgekocht. Beide 
Rohrehen wurden sodann bei 28° C. 24 Stunden belassen: 
in dem KontrollrOhrchen hatte schon eine Triibung eingesetzt, 
die erhitzte LOsung war vollkommen klar. In dieser waren 
simtliche vegetativen Stabchen durch das kurze Aufkochen 
vernichtet, nur die Sporen waren am Leben geblieben, die jetzt 
zu keimen begannen. Es wurde deshalb diese LOsung noch- 
mals kurz aufgekocht, um die jungen Keimstiibchen abzutéten, 
die sich innerhalb der 24 Stunden aus den Sporen entwickelt 
hatten. Die so behandelte Lésung blieb weiterhin klar, eine 
Bakterienentwicklung stellte sich auch nach liingerem Aufbe- 
wahren nicht ein. Trotzdem ist es sehr wohl moglich, dah 
manchmal noch Bakteriensporen ungekeimt bleiben, sodal die 
Losung nur relativ steril zu nennen ist. Ein drittes Erhitzen 
nach weiteren 18—24 Stunden miifte dann diese letzten Bak- 
terienkeime entfernen. Soweit das Prinzip einer fraktionierten 
Sterilisation von Enzymen. Ich schlug verschiedene Wege ein, 
um eine soleche in praxi durchzufihren. 

Einmal kann man sich die schon mitgeteilte Tatsache 
zunutze machen, dafi Trypsin eine Temperatur von 292° C. in 
Glycerin ohne stiirkere Schadigung ertragt. 

Sodann wurde der Versuch gemacht, Trypsin in Celloidin 
suspendiert zu sterilisieren. Ich verteilte Trypsinpulver in einer 
Losung von Celloidin in Alkoholither. Diese Mischung lief ich 
in einer offenen kleinen Petrischale abdunsten, schnitt das 
restierende feste Celloidin, in das nun das Trypsin eingeschlossen 
war, in kleine Tafelchen, die in strOmendem Dampfe zweimal 
10 Minuten sterilisiert wurden. Eingetragen in steriles Wasser 
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diffundiert aus solcherart hergestellten Tafelchen das Trypsin 
schnell heraus, die verdauende Kraft ist erhalten, wie durch 
Versuche mit Fibrin bei alkalischer Reaktion sich zeigen lief. 

lm ganz sicher zu arbeiten, empfiehlt es sich, zuniichst 
das trockene Fermentpraparat vorzubehandeln. Man kann das 
Trypsin in trockenem Zustande bis auf 160° C. ohne Schaden 
erhitzen.1) Ein Erhitzen auf 125° C. wahrend 10 Minuten ge- 
niigt fir unsere Zwecke vollauf, zumal da Bakteriensporen auch 
bei 160° C. mindestens 1 Stunde erhitzt werden miissen,?) 
um sicher abgetOtet zu werden, und auch sicher die verschie- 
denen Trypsinpriiparate sich in bezug auf die Resistenz gegentiber 
160° wechselnd verhalten. 

Die meisten Fermentpraparate des Handels sind zudem 
sehr keimarm, wie ich mich tiberzeugen konnte an verschie- 
denen Handelstrypsinen und fiinf Papayotinpriiparaten. Die in 
den trockenen Priiparaten eventuell vorhandenen Sporen kénnen 
nach folgendem Verfahren ohne Zerst6rung der Fermente ab- 
getotet werden. Ich léste das Trypsin in wenig sterilisiertem 
Aqu. dest. und lie} die Lésung 12—24 Stunden bei 30° C. 
stehen, um sie darauf sterilem, noch fliissigem Agar (2°/o) zu- 
zusetzen. Der Agar ist zuvor zweckmiibig gleich in dem Gefibe, 
in welchem man den Verdauungsversuch vorzunehmen wiinscht 

etwa in einem Erlenmeyer-Kolben von entsprechender 
Grobe —, dreimal (an drei aufeinanderfolgenden Tagen) in 
stromendem Dampfe sterilisiert. In diesem Gefiibe wird dann 
Agar -!- Trypsinldsung nochmals an zwei Tagen einige Minuten 
lang auf 100° C. gehalten.*) 

Ist der Trypsinagar fertig sterilisiert, so wird in den mit 


') Oppenheimer, Fermente, Spezieller Teil, 1910, S. 196. 

*) Arthur Meyer, Praktikum der botan. Bakterienkunde, 1903, S. 4. 

) Es ist auch riitlich, die Agarmasse vor der Verwendung durch 
Wiissern so weit wie mdglich zu reinigen. Es geschieht dieses am besten, 
indem man sich gleich eine gréfere Agarportion herstellt, noch heifs in 
eine grofe Krystallisierschale gieft, erstarren lift und destilliertes Wasser 
dariiber schichtet. Nach 2—8 Wochen sind unter wiederholtem Wechseln 
des Wassers alle wasserléslichen Stoffe aus dem Agar herausdiffundiert. 
Will man nun den Agar verwenden, so schneidet man die zu bendtigende 
Menge aus der Gesamtmenge heraus, lést und sterilisiert wie tblich. 
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Watte verschlossenen Erlenmeyer-Kolben, auf dessen Boden 
der Agar in einer diinnen Schicht aufliegt, unter Beriicksichtigung 
der bei bakteriologischen Arbeiten iiblichen Kautelen, steriles 
Verdauungsalkali eingebracht, nebst der zu verdauenden sterilen 
Substanz. Wo es nicht darauf ankommt, undenaturiertes Eiweif 
zu verwenden, da bieten sich in gekochtem Fibrin und koa- 
guliertem Hitihnereiweifi genitigend durch Hitze sterilisierte Sub- 
stanzen. Handelt es sich aber um die im allgemeinen zur Ver- 
wendung gelangende moglichst unveriinderte «Fibrinflocke», so 
mub ein anderer Weg des Keimfreimachens eingeschlagen werden. 


IT. 


Versuche einer aseptischen Verdauung in vitro. 

Den Vorziigen, die das Blutfibrin als Testobjekt ftir pep- 
tische und tryptische Verdauung genieft, stehen mancherlei 
Nachteile gegeniiber. Die grébte Schwierigkeit bereitet seine 
keimfreie Aufbewahrung, ohne es dabei wesentlich zu ver- 
iindern. Die tibliche Aufbewahrung in Glycerin ist unsicher. 
Die stets am Fibrin in Menge haftenden Bakteriensporen werden 
in Glycerin nicht vernichtet. Dann auch ist das Entfernen des 
Glycerins vor der jeweiligen Benutzung des Fibrins liistig und 
erhoht, geschieht es nicht mit sterilem Wasser, tiberdies noch 
den Keimgehalt des Fibrins. Unter Chloroformwasser oder 
Alkohol auf bewahrt, liegen die Verhiltnisse kaum anders. Chloro- 
form ist kein absolut sicheres Antiseptikum. Auch _ erleidet 
das Fibrin sehlieblich durch die Einwirkung des Chloroforms 
Veriinderungen. Alkohol, in den Konzentrationen, in denen 
er wirklich antiseptisch wirkt, ist auch nicht indifferent ftir das 
Fibrin. Da beide durch Auswaschen entfernt werden miissen, 
wiire auch hier wieder die Gefahr einer nachtriiglichen Infektion 
gegeben. 

Um all diese Ubelstiinde zu beseitigen und um somit ohne 
sonderlichen Eingriff in die Struktur des frischen Fibrins dieses 
keimfrei zu erhalten, versuchte ich die von v. Tappeiner') und 


') v. Tappeiner und Jodlbauer, Die sensibilisierende Wirkung 


flaorescierender Substanzen, 1907, S. 106, 
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seinen Schiilern eruierten Tatsachen tiber die sensibilisierende 
Wirkung fluorescierender Substanzen auf Mikroorganismen, En- 
zyme usw. fiir die Frage der Fibrinsterilisation nutzbar zu machen. 
So sind u.a. auch von v. Tappeiner und Jodlbauer Versuche 
liber die Wirkung fluorescierender Stoffe auf Spaltpilze aus- 
gefiihrt. Es wurden nach diesen Untersuchungen Proteus vul- 
garis binnen 1—2 Tagen bei zerstreutem Tageslichte durch 
die Gegenwart von 0,01—0,05 °/o Methylenblau in einer Bouillon- 
kultur getOtet. Eosin, 0,1°/o, wirkte betriichtlich langsamer, 
erst nach 10 Tagen waren in diesem Falle die Bakterien ver- 
nichtet. Diese Tatsachen nun lassen sich direkt verwenden 
fiir die Sterilisation von Fibrin. 

Das frische Fibrin wird in weite Stépselgefabe mit de- 
stilliertem Wasser gefiillt, dem einige Tropfen Eosin oder besser 
noch Methylenblau zugesetzt werden. Die Gefafe werden dem 
Sonnenlichte an mehreren aufeinanderfolgenden Tagen exponiert, 
wie sie dann auch weiterhin stets bei Tageslicht aufbewahrt 
werden. Die Gefiibe diirfen nur zu etwa ?s geftillt sein, damit 
die relativ niedrige Fliissigkeitsschicht geniigend mit Sauerstoff 
in Bertihrung kommen kann. 
fiihrung aseptischer Verdauungsversuche. Das Fibrin hatte zum 
Teil vier Wochen in Eosinwasser gelegen, ohne sichtbare Ver- 
iinderung; es speichert den Farbstoff reichlich und hiilt ihn 
sehr fest, erst bei der Verdauung wird er wieder frei. Bevor 
die Flocke zu zerfallen beginnt, zeigt daher schon das Frei- 
werden des Farbstoffes das Einsetzen des Verdauuungsprozesses 
an. Das sterile Fibrin muf unter Beobachtung der notigen 
Vorsichtsmafregeln (flambierte Pinzette usw.) aus dem Auf- 
bewahrungsgefii} in das dem Verdauungsversuche dienende 
Gefaif tibertragen werden (z. B. in ein mit Agartrypsin in oben 
geschilderter Weise beschicktes Erlenmeyer-KO6lbchen). 

Hierbei besteht immerhin noch eine Gefahr durch Luft- 
infektion, besonders bei Ubertragung gréfSerer Fibrinmengen. 
Wurde letzteres notwendig, so schlug ich einen anderen Weg 
ein; ich brachte die notige Fibrinmenge in einen Erlenmeyer- 
Kolben mit der entsprechenden Fliissigkeitsmenge und setzte 
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gleich hierzu die fluorescierende Substanz. Der Erlenmeyer- 
Kolben wurde, wie tblich, dem Lichte ausgesetzt und nach 
der Lichtsterilisation das sterile Ferment zugesetzt und der 
Kolben ins Dunkle (Brutschrank) verbracht. Das Trypsin hatte 
ich wieder in Agar fraktioniert  sterilisiert, nur dieses Mal in 
kleinen ProbierrOhrchen (4—5 em lang, 0,3—0.4 cm_ breit), 
die mit Watte verschlossen waren. Ein solches Réhrchen, das 
etwa zu ?/3 mit Trypsinagar gefiillt ist, wird der Verdauungs- 
fliissigkeit zugesetzt, indem es kurz vor dem Einbringen in 
den Erlenmeyer-Kolben in der Flamme sterilisiert wird: der 
ebenfalls sorgfiltig abgebrannte Wattepfropf wird dabei schnell 
entfernt. Aus einem solchen Réhrchen diffundiert das Trypsin 
in die Verdauungsfliissigkeit in kurzer Zeit hinein. — Solcher 
Art angesetzte Verdauungsversuche ohne Beigabe von Anti- 
septicis verliefen in vollkommen normaler Weise. Auch nach 
wochenlangem Stehen waren keine Bakterien wahrzunehmen. 
Die Firbung der Verdauungsfliissigkeit beeintriichtigt in keiner 
Weise die Ubersicht tiber das Versuchsbild. Ein chemischer 
Kinflu8B durch die fluorescierenden Substanzen auf den Gang 
der Verdauung diirfte wohl kaum bei der aufberordentlichen 
Verdiinnung des Stoffes in Frage kommen. 














Uber die Umwandlung des Stachydrins in den isomeren 
Hygrinsauremethylester. 
Von 
Georg Trier. 


(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich.) 


Der Redaktion zugegangen am 30. Juni 1910.) 


In einer vor kurzem veroffentlichten Arbeit von E. Schulze 
und G. Trier tiber das Stachydrin') wurde erwiéhnt, da wir 
die beobachtung gemacht hatten, dab bei der Destillation des 
Stachydrins dieses sich in den isomeren Methylester der Hy- 
erinsiure umwandelt. 

Im Einverstiindnis mit Prof. E. Schulze habe ich die 
angefiihrte Reaktion einer niheren Priifung unterzogen und teile 
die Resultate derselben im folgenden mit. 

Die Umwandlung eines Betains in den isomeren Ester 
der tertiiren Aminosiiure ist zuerst von P. GrieB?) am m- 
Trimethylbenzbetain gezeigt worden. R. Willstétter hat dann 
in einer Reihe ausgedebnter Versuche diese Reaktion an ali- 
phatischen a-Aminosiiuren*®) und aromatischen*) Aminosiiuren 
studiert. Durch seine Untersuchungen wurde das riitselhafte 
Verhalten zahlreicher Alkaloid-Spaltungs- und -Oxydationspre- 
dukte bei der erschépfenden Methylierung erklart. Willstatter 
konnte zeigen, dai die Bestindigkeit gewisser Jodmethylate 
von alkylierten Aminosiiuren gegen Alkalien, beziehungsweise 
der entsprechenden Betaine beim Erhitzen, auf die a-Stellung 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXVII, S. 84. Siehe auch Berichte d. Deutsch. 
chem. Ges., Bd. XLII, S. 4657. 
2) Berichte d. Deutsch. chem. Ges., Bd. VI, S. 585. 
Berichte d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXYV, S. 584. 
Willstitter und Kaln, Berichte d. Deutsch. chem. Ges., 
Bd. XXXVI, 8. 401. 
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yon Amino- und Carboxylgruppe zuriickzuftihren sei. Dagegen 
haben sich unbestindige Ammoniumjodide, sowie Betaine, als 
Derivate von B-Aminosiuren erwiesen. Das y-Trimethylbutyro- 
betain ist gegen Alkali bestiindig, zerfiillt in der Hitze ohne 
Bildung von Aminosiiureester quantitativ in Trimethylamin und 
Butyrolacton. Das einfachste d-Betain endlich, das d-Trimethyl- 
valerobetain,') lieferte neben reichlichen Mengen des isomeren 
6-Dimethylaminovaleriansauremethylesters -Valerolacton und 
Trimethylamin. 

Was nun das Stachydrin (Dimethylbetain der a-Pyrrolidin- 
carbonsiure) betrifft, so war sein Verhalten, als einer hetero- 
zyklischen Base, bei der Destillation nicht von vorneherein 
vorauszusehen; immerhin deutete die Bestéandigkeit des von 
Willstatter?) erhaltenen Hygrinsiiurejodmethylats gegen Al- 
kali, ferner der Reaktionsverlauf bei dem dem Stachydrin kon- 
stitutiv nahestehenden 6-Trimethylvalerobetain darauf hin, dab 
sich das Stachydrin, als a-Betain, in den isomeren Methylester 
der Hygrinséure wird tiberfiihren lassen. Die Reaktion erfolgt auch 
tatsiichlich in iihnlicher Weise, wie beim 6-Trimethylvalerobetain. 


HC CH, H,C CH, 
| | | | 
HC CH — C = O H.C CH — C = O 
‘~F a ee | 
N O N CH,—O 
-*. r S 
CH, CH, CH, 
Stachydrin Hygrinsduremethyilester. 


Etwa zwei Drittel des angewandten Stachydrins gehen 
inden Ester der tertiiiren Base tiber, daneben entsteht Trimethyl- 
amin. Eine geringe Menge Hygrinsiiure, die wahrscheinlich einer 
Spur Feuchtigkeit ihre Bildung verdankt, erschien als Sublimat 
im Destillierkélbchen, verschwand aber wieder in Fiillen, wo die 
Krhitzung des Kolbchenriickstands zu hoch wurde. Die ver- 
mutete Bildung einer geringen Menge von N-Methylpyrrolidin 
konnte nicht bewiesen werden. Das Auftreten von ‘Trimethyl- 


1) Willstatter und Kahn, Berichte d Deutsch. chem. Ges., 
bd. XXXVII, S. 1853. 

2) Berichte d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXHI, S. 1160. Willstatter 
und Ettlinger, Annalen der Chemie, Bd. CCCXXVI, 5. 1. 
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amin deutet darauf hin, dab ein Teil des Stachydrins bei der 
Destillation einer weitergehenden Zersetzung anheimgefallen ist, 
Aut stickstofffreie Zersetzungsprodukte wurde nicht besonders 
geprift. Eine Rickbildung von Stachydrin aus dem Hygrinsiiure- 
ester konnte nicht beobachtet werden. 

Die Gewinnung des friher noch nicht beschriebenen Hy- 
grinsduremethylesters und der Verlauf der Destillation des freien 
Stachydrins brachte mich in die Lage, den recht komplizierten 
Verlauf der Destillation des bei der Veresterung des Staehy- 
drins erhaltenen Produkts aufzukléren. 

Wie schon berichtet wurde,!) hatten wir bei der De- 
stillation des salzsauren Stachydrinithylesters den Hygrin- 
siitureidthylester erhalten. Zu seiner Identifizierung wurde das 
von Willstiitter und Ettlinger (1. c.) beschriebene Goldsalz 
dargestellt, welches jedoch nicht in ganz reiner Form erhalten 
werden konnte. bei sehr vorsichtiger Umkrystallisation wurden 
immerhin Goldsalze gewonnen, deren Schmelzpunkt dem des 
von Willstiitter und Ettlinger erhaltenen Salzes sehr nahe 
lagen: indessen konnten gréfere Mengen dieses Salzes nicht 
gefabt werden, da bei der Umkrystallisation leicht Verseifung 
unter Bildung von Hygrinsdurechloraurat eintritt, anderseits 
aber noch gréfere Mengen von Goldsalzen anderer Verbin- 
dungen beigemengt waren. Bei der Umkrystallisation groberer 
Mengen sank der Schmelzpunkt anfangs stets, in mehreren 
Fiillen blieb er konstant bei 8+—86°. Bei fortgesetzter Um- 
krystallisation stieg er wieder und erreichte schlieBlich den 
Wert, der fiir den Schmelzpunkt des Hygrinsiiureaurats an- 
gegeben worden ist. 

Die erhaltenen Goldsalze der verschiedenen Fraktionen 
vaben ziemlich konstante Goldwerte: 


1. 0,2525 g Substanz gaben 0,0942 g Au 
2, O,2882 » > » 0.1172> » 
3. 0,2632 > O,1076 >» » 
t. O.2807 . >» = O,1148 g 
Fir C.H,,NO,AuCl, berechnet: 40,82°/o Au 
Gefanden: 1. 40.51°o Au, 2. 40,67°/o Au, 
3. 40,88%0 » 4 40,90 °/o 


Diese Zeitschrift. Bd. LXVII, S. 84. 
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Die so erhaltenen, nicht einheitlichen Priiparate enthielten 
iedenfalls gréBere Mengen des Hygrinsiiuremethylesterchlor- 
aurats, daneben aber wohl auch die Goldsalze des Hygrin- 
siiureiithylesters und der Hygrinsiure. Durch sorgfiiltige Krystalli- 
sation konnten aus diesen Gemischen einheitlich aussehende 
Goldsalze in Form rechtwinklig begrenzter Tiifelchen isoliert 
werden, die bei 84—86° schmolzen und sich identisch erwiesen 
mit dem weiter unten beschriebenen Aurat des Hygrinsiiure- 
methylesters, denn der Schmelzpunkt der beiden sich ganz 
cleich verhaltenden und gleich aussehenden Goldsalze_ blieb 
auch in der Mischprobe der gleiche, niimlich 84—86". 

Das der Destillation unterworfene Produkt war, wie schon 
friiher bewiesen worden war, nicht einheitlich, denn bei der 
leichten Verseifbarkeit des Stachydrinesters gelang es_ nicht, 
dessen salzsaures Salz ohne Veriinderung trocken zu erhalten; 
es wurde vielmehr ein ganz betriichtlicher Teil zu Stachydrin- 
chlorid verseift, welches bei der Destillation, wie Vorversuche 
zeigten,!) neben weiteren Zersetzungsprodukten ein Sublimat 
gibt, welches Hygrinsiiure enthialt. 

Bei der Destillation des Gemisches von salzsaurem Stachy- 
drinithylester und Stachydrinchlorid dirften daher aufgetreten 
sein: Hygrinsiiture und deren Zersetzungsprodukte,”) Hygrin- 
siiureiithylester, Hygrinsiuremethylester sowie die weiteren Zer- 
setzungsprodukte dieser Verbindungen. Intermediiir mul} die 
Bildung von freiem Stachydrin angenommen werden. 

Die Umwandlung des salzsauren Salzes des Stachydrin- 
‘ithylesters in den Hygrinsiiuremethylester ist offenbar nach 
dem folgenden Schema erfolgt: 


CH—C=O0 CH—C=0 


CH COO.C,H, 
‘aw: » \ oe —_ 3 0 - CH, 
\ ae 
CH, CH, CH, CH, CH, 
Stachydrinithylester- Stachydrin Hygrinsiuremethyl- 
chlorhydrat ester. 


1) Siehe meine Inauguraldissertation, S. 47. 
2) Liebermann u. Cybulski, Berichte d. chem. Ges., Bd. XXVIII, 
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Da die Menge des tiberdestillierten Estergemisches kaum 
20°/) der Theorie betrug, daneben auch nur eine geringe Menge 
von Hygrinsiure direkt erhalten wurde, so war der weitaus 
grobte Teil des der Destillation unterworfenen Produktes einer 
weitergehenden Zersetzung anheim gefallen. 


Destillation von Stachydrin. 


Die Destillation der freien Base, die bei mehrfacher Wie- 
derholung stets in gleicher Weise verlief, wurde bei stark ver- 
mindertem Druck ausgefiihrt. Es wurden je 3 g sorgfiiltig ent- 
wiisserten Stachydrins angewandt. Bei 235° begann die Zer- 
setzung; bei der Rektifikation ging der gebildete Hygrinsiiure- 
methylester bei 69—-72° bei einem Druck von 12 mm iber. 
Im KOlbchen blieb, wenn die Temperatur nicht zu hoch ge- 
gangen war, eine ganz geringe Menge eines Sublimats zuriick, 
welches gereinigt und getrocknet gegen 170° schmolz, Kupfer- 
hydroxyd mit blauer Farbe aufléste und die Pyrrolreaktion 
gab, demnach offenbar aus Hygrinsiiure bestand. Auferdem 
wurden die bei der Destillation entstandenen leicht fliichtigen 
Produkte in Schwefelsiiure aufgefangen. 

Der durch Rektilikation gereinigte Hygrinsdiuremethylester 
gab ein in rechtwinkligen Tiifelchen krystallisierendes Goldsalz, 
welches bei 84—86° schmolz. 


O.1787 ¢ Substanz : 0.0730 ¢ Au. 


Fiir C,H,,NO,AuCl, berechnet: Au 40,82 °o. 
Gefunden : > 40,86 °/o. 

Die Losung des Golddoppelsalzes des Hygrinséuremethyl- 
esters wurde bei Gegenwart von tiberschiissiger Salzsiiure meh- 
rere Stunden unter Riickfluf gekocht, sodann stark eingeeng! 
und iiber Natronlauge stehen gelassen. Nach mehreren Tagen 
krystallisierte das Chloraurat der Hygrinsiiure aus. Es schmolz 
ganz so, wie Willstiétter angibt, nimlich unter beginnender 
Zersetzung bei 190—195°, erweicht aber schon einige Grade 
vorher. (Friiher erhaltene, nicht in ganz gleicher Weise dar- 
gestellte Priiparate schmolzen um einige Grade hoher.) 

0.2061 ¢ Substanz : 0.0870 g Au. 
C,H,,NO,AuCl, berechnet: Au 42,04 °/o 
Gefunden: >» 42,21 Vo, 
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Die Uberfiihrung des Methylesters in Hygrinsiiure geschah 
durch Kochen desselben mit Kupferhydroxyd, das nach der 
Methode von Heintz dargestellt worden war. Das _ hierbei 
zuniichst erhaltene, nach den Angaben von Liebermann und 
Kiihling gereinigte Kupfersalz der Hygrinsiiure zeigte alle fiir 
diese Verbindung angegebenen Eigenschaften. 

0.2577 g Substanz : 0,0015 g Cu. 
(C,H,,NO,),Cu berechnet: Cu 19,88 °0. 
Gefunden: >» 19,98 Jo. 

Die aus dem Kupfersalz erhaltene Hygrinsaure war schon 
krystallisiert; sie verlor im Exsikkator iiber Schwefelsiure ihr 
Krystallwasser. Die so getrockneten Krystalle sublimierten schon 
bei 90°, schmolzen zwischen 165—169° und reagierten nur 
in konzentrierter Losung gegen Lackmus schwach sauer. 

Die Ausbeute an Hygrinsiuremethylester betrug 60—70° 
der theoretischen. Nach Zusatz von Silberpulver konnte eine 
merkliche Verbesserung der Ausbeute bei der Destillation nicht 
konstatiert werden. 

Die bei der Destillation gebildeten, leicht fliichtigen Basen 
waren in Sehwefelsiiure aufgefangen worden. Durch Ausfiillen 
mit baryumchlorid und Trennung von den unorganischen Salzen 
wurden die salzsauren Salze der fliichtigen Basen erhalten. 
Durch Faéllung mit Goldchlorid und Umkrystallisation wurde 
ein in federfahnenartigen Aggregaten krystallisierendes Chlor- 
aurat erhalten. Dieses schmolz erst tiber 220°, war in kaltem 
\Vasser schwer, in warmem leicht ldslich. Es gab beim Ver- 
brennen keine Pyrrolreaktion. Das Golddoppelsalz war jenes 
des Trimethylamins. 

0.1190 g Substanz : 0,0587 g Au. 
N(CH,),HCIAuCl, berechnet: Au 49,44 °/o. 
Gefunden : > 49,340, 

Das aus dem Goldsalz erhaltene salzsaure Salz krystalli- 
sierte in Nadeln, die an der Luft zerflossen. Es wurde ver- 
mutet, daB auch etwas N-Methylpyrrolidin gebildet worden war. 
Dieses hiitte aber neben dem Trimethylamin wohl kaum_ be- 
obachtet werden kinnen, da sowohl die salzsauren Salze der 
beiden Verbindungen, wie auch deren Golddoppelsalze in ganz 
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iihnlicher Weise beschrieben werden. Das Goldsalz des N- 
Methylpyrrolidins diirfte bei der Umkrystallisation in der Mutter- 
lauge geblieben sein. 

Auf die Entstehung einer stickstofffreien Saure, welche 
einen Teil der bei der Verseifung des Hygrinsiiuremethylesters 
gebildeten Hygrinsiiure verhindert, Kupferhydroxyd aufzulisen 
und in hygrinsaures Kupfer tiberzugehen, deutet der Um- 
stand, dal} bei der Reinigung des rohen Kupfersalzes ein 
in Chloroform unloéslicher, schwach gelb gefiirbter Riickstand 
blieb, der keine Fiillung mit Goldchlorid gab, die Pyrrolreak- 
tion aber noch deutlich zeigte und Hygrinsiiure gebunden ent- 
hielt, wie aus folgendem zu entnehmen ist: Dieser Rtick- 
stand gab in saurer Lésung mit Phosphorwolframsiure gefiillt, 
einen starken Niederschlag, der nach bekanntem Verfahren in 
ein salzsaures Salz tibergefiihrt wurde, welches nach dem Auf- 
streichen auf Ton bei 185° schmolz und ein Goldsalz gab, das 
sich mit jenem der Hygrinsiure identisch erwies. Auch konnte 
aus dem Phosphorwolframsiiureniederschlag das charakteristi- 
sche Kupfersalz der Hygrinsaure dargestellt werden. 

Kine Probe des Hygrinsiuremethylesters bei verschie- 
denen Temperaturintervallen, die zwischen 160—210° lagen, 
im EinschluBrohr mehrere Stunden erhitzt, lie} keine Rtick- 
bildung von Stachydrin erkennen. Neben harzigen Produkten 
wurde ein Teil des angewandten Esters in Form von hygrin- 
saurem Kupfer wiedergewonnen. 


Notiz iiber die physiologische Wirkung der Hygrin- 
siiure und des Hygrinsiuremethylesters. 


Es war nach zweierlei Richtung hin von Interesse, die 
physiologische Wirkung der Hygrinséure und ihres, aus dem 
Stachydrin gewonnenen, Methylesters zu priifen. Einmal sollte 
konstatiert werden, ob auch in der vom N-Methylpyrrolidin 
sich ableitenden Reihe von Verbindungen jene Gesetzmibigkei! 
gilt, wonach die Giftigkeit einer Base durch den Eintritt der 
Carboxylgruppe entweder ganz aufgehoben oder stark herab- 
gemindert wird uud die Giftwirkung erst nach Verschluf der 
sauren Gruppe, also in den Estern, wieder anwiachst. 
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Anderseits war es wiinschenswert, die Wirkung der 
Hygrinséure im Hinblick auf ihre Zwischenstellung zwischen 
den beiden nativen und ungiftigen Aminosiiuren, der sekun- 
diiren a-Pyrrolidincarbonsiiure (a-Prolin) und dem quaterniiren 
Stachydrin, kennen zu lernen. 

Das N-Methylpyrrolidin selbst, welches als Stammsubstanz 
einer ganzen Reihe wirksamer Alkaloide betrachtet werden kann, 
ist ein starkes Gift. Die Diimpfe verursachen heftige Kopf- 
schmerzen und fiihrten zu Erbrechen.!) Nach Tunnicliffe und 
Rosenheim?) wirkt es, ganz ahnlich dem Nikotin, kontrahie- 
rend auf die Blutgefiibe. Die Salze machen «Nikotinstellung» bei 
Fréschen und hierauf vollstaéndige Lahmung. 

Eine in anderem Zusammenhang vorzunehmende Priifung 
des physiologischen Verhaltens des N-Methylpyrrolidins ist vor 
kurzem von Loffler und Freytag*) angekiindigt worden. 

Fiir das Stachydrin ist konstatiert worden, dab es per os 
in Gaben von 1 g pro Tag beim Menschen keinerlei Wirkung 
hervorraft und aus dem Harn unveriindert zum Teil wieder- 
gewonnen werden kann. *) 

Die Hygrinsiiure und ihr Methylester zeigten das vermutete 
Verhalten. Wie Herr Prof. M. Cloétta mir mitzuteilen die 
Freundlichkeit hatte, vermochten 0,1 g Hygrinsiiure einem Frosche 
injiziert keine deutliche Wirkung hervorzurufen. Dagegen erwies 
sich der Hygrinsiiuremethylester als giftig: er verursacht bei 
Fréschen Lihmungen. 


‘)} Liebermann und Cybulski, Berichte d. Deutsch. chem. Ges., 
Bd. XXVIII, S. 582. 

2) Zentralblatt f. Physiologie, Bd. XVI, S. 93. 

*) Berichte d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XLII, 8. 5430. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. LXVII, 5. 80. 








Uber die Bedingungen der Ausscheidung von Harnsaure und 
harnsauren Salzen aus ihren Losungen. 
Von 
W. E. Ringer. 


Mit zehn Abbildungen im Text, 


Aus dem physiologischen Laboratorium der Universitat Utrecht.) 


Der Redaktion zugegangen am 24. Juni 1910.) 


Einleitung. 

Vor einiger Zeit haben wir von einer Anzahl Harnproben 
mittels der Gaselektrodenmethode die Wasserstoffionenkonzen- 
tration bestimmt.!) Zum Vergleich wurde dabei mittels der- 
selben Methode auch die Aciditit einer Phosphorsiurel6sung 
mit einem Gehalt von 2,076 g P,O, pro Liter und wechselnden 
Mengen Natronlauge gemessen. Es ergab sich dabei, dab 
die Aciditiit des Harns, dessen Phosphorsiiuregehalt im Mittel 
nicht weit von dem der Phosphorsaurelésung entfernt ist, in 
der Niihe von der des Mononatriumphosphats, immer aber 
etwas geringer, war. Ganz wie man _ erwarten’ konnte 
und z. Bb. auch von Lawrence J. Henderson?) berechnet 
worden war. Wir haben nun auch damals schon die Wasser- 
stoffionenkonzentration von Harnproben, aus welchen ein Sedi- 
mentum lateritium sich bei Abktihlung abgesetzt hatte, be- 
stimmt und dafiir ziemlich wechselnde Werte gefunden. Uber 
die Zusammensetzung des Sedimentum lateritium liegen Unter- 
suchungen vor von Bence Jones*) und Roberts,*) aus 

1) Diese Zeitschrift, Bd. LX, $. 344. 

‘) Man siehe L. J. Henderson, Das Gleichgewicht zwischen Basen 
und Saéuren im tierischen Organismus, Ergebnisse der Physiologie, 8. Jahr- 
gang, S. 254 (1909); auch L. J. Henderson und K, Spiro, Uber Basen 
und Siiuregleichgewicht im Harn, Biochem. Zeitschrift, Bd. XV, S$. 108 (1908). 

)} Journal of the Chemical Society, 1862. 


The chemistry and therapeutics of uric acid gravel and gout, 
British medical Journal, 1902, Bd. I, S. 1285. 





Uber Ausscheidung von Harnsiiure usw 333 


welchen wahrscheinlich war, dah in diesem Sedimentum 
ein bestimmtes Urat,. von William Roberts Quadriurat 
genannt, vorliegt. Wir stellten uns sodann die Frage, ob 
man die Bedingungen von Aciditit, Phosphorsiiuregehalt und 
Harnsiiuregehalt, wobei dieses Urat sich absetzen wird, niiher 
feststellen kénnte. Es war daneben auch wichtig, die Grenzen 
der genannten Bedingungen, wobei als feste Phase Harn- 
siure oder Mononatriumurat sich absetzt, wenn modglich besser 
kennen zu lernen. Wir glaubten, vielleicht vom Standpunkte 
der heterogenen Gleichgewichtslehre, diese Sache etwas klarer 
machen zu koénnen. Wir werden spiiter sehen, inwieweit uns 
das gelungen ist, aber vorher wollen wir dasjenige, was tiber 
die Loslichkeit und Bildungsbedingungen der Harnsiiure und 
der verschiedenen Natrium- und Kaliumurate (mit Ammonium- 
uraten beschiiftigten wir uns zurzeit nicht) bekannt ist, in aller 
Kiirze besprechen. 

Schon im Jahre 1845 wurde von August Bensch auf 
Liebigs') Veranlassung eine Untersuchung iiber die Salze 
der Harnsiiure ausgefiihrt. Er stellte die neutralen Urate des 
Kaliums und Natriums in der Weise dar, dafi er eine LOsung 
von einem Teil kohlensiiurefreier Kalilauge resp. Natronlauge 
in 15 Teilen Wasser kalt mit Harnsiiure sattigte, sodann zum 
Kochen erhitzt, mit 2 Volumina 80°%/oigen Alkohols versetzt, 
wobei die Fliissigkeit klar bleibt. Sobald ihr aber starke Kali- 
lauge resp. Natronlauge zugetrépfelt wird, scheiden sich sofort 
deutliche, biischelfOrmig gruppierte Nadeln ab, die nach dem 
Erkalten zuerst mit Alkohol, dann mit Ather gewaschen und 
unter Absehluf von Kohlensiiure getrocknet werden. Die so 
erhaltenen neutralen Urate enthalten also 2 Atome Kalium oder 
Natrium im Harnsiiuremolekiil. Von Kohlensiiure, auch schon 
von Wasser werden sie leicht zersetzt unter Bildung des sauren 
Salzes, also des Monckalium- oder Mononatriumurats. 

Bensch stellte diese letzteren durch Siittigen mit Kohlen- 
siure von Lésungen der Harnsiiure in Kali- oder Natronlauge 
dar: diese Urate lassen sich mit Wasser auswaschen. Das 


') Liebigs Annalen d. Chem. u. Pharm., Bd. LIV (1845), 5. 189 
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saure Natriumurat (Mononatriumurat) wird auch in feinen Nadeln 
erhalten, wenn eine siedende L6sung von Harnsiiure in Na- 
triumhydroxyd mit Natriumbicarbonat versetzt wird. 

Das neutrale Ammoniumsalz konnte er nicht erhalten,!) 
das saure Salz (Monoammoniumurat) bildet sich leicht, wenn 
man zu einer Suspension von Harnsiiure in Wasser bei Siedehitze 
Ammoniak in UberschuB zusetzt; es fallt in feinen Nadeln aus, 

In einer spiteren Arbeit mit James Allan?) gibt er 
ein einfacheres Verfahren an, die Bikalium- und Binatrium- 
urate darzustellen. Die mit Harnsiéure in der Kalte ges&ttigte 
Losung von Kaliumhydroxyd oder Natriumhydroxyd wird in 
einer Retorte eingedampft. Es scheidet sich das Salz beim 
Kochen allmiihlich in feinen Nadeln aus. Sie stellen weiter 
auch die neutralen und sauren Urate der Erdalkalien dar; 
auch bestimmen sie die Loéslichkeiten der Urate in siedendem 
und kaltem Wasser. 

Von Baumgarten*) wurde das saure Natriumurat (Mono- 
natriumurat) mit einem anderen Krystallwassergehalt dargestellt. 
Eine mit Harnsiéure gesiittigte, verdiinnte Lésung von Natrium- 
hydroxyd wurde mit einer gesittigten Losung von Dinatrium- 
phosphat versetzt, dabei bildete sich ein Niederschlag aus 
mikroskopischen, stark lichtbrechenden farblosen Kugeln, «die 
bei giinstiger Ausbildung FetttrOpfchen so téuschend éhnlich 
sehen, daf} mancher sie unbedenklich dafiir ansprach». Statt mit 
Dinatriumphosphat gelang die Darstellung auch mittels doppelt- 
kohlensauren, essigsauren, salpetersauren oder schwefelsauren 
Natrons, auch mittels Chlornatriums. Diese Kugeln zersetzen sich 
mit Wasser allmithlich in Nadeln, wobei jedoch die Zusammen- 
setzung sich nicht andert, selbst bei 130° behalt es 2 Molekeln 
Krystallwasser, wiihrend das von bensch mittels Kohlensaure 
gefiillte Salz bei 100° nur eine Molekel Wasser festhiilt. 

AuBer diesen beiden Arten von Uraten wurde von Bence 
Jones zuerst auf die Existenz einer dritten Art hingewiesen. 


‘) Wohl scheinen die Salze 3NH,-2C,H,N,O, u. 4NH,-3C,H,N,O, zu 
existieren, 
*) Liebigs Annalen, Bd. LXV (1848), S. 181. 
)} Liebigs Annalen, Bd. CXVII, S. 106. 
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Diese wiirde auf 2 Molekeln Harnsiiure nur ein substituiertes 
H-Atom enthalten, wiire also den Quadroxalaten an die 
Seite zu stellen, weshalb Bence Jones auch den Namen 
Quadrurate vorschliigt. Er wurde bei seinen Untersuchungen 
iiber das Sedimentum lateritium zu der Annahme der Existenz 
dieser Quadrurate gefiihrt. Er fand, dafi das amorphe Sedi- 
ment von Wasser zersetzt wird in Mononatriumurat und Harn- 
siiure und aus einer Anzahl von Analysen, welche zwar erheb- 
liche Differenzen aufwiesen, ergab sich im Mittel, dab bei der 
Zersetzung mit Wasser ebensoviel Harnsiiure frei wird, als 
in der Form von Mononatrium (oder Kalium)-urat zuriickbleibt. 
Es gelang ihm auch, auf kiinstlichem Wege Natrium- und Ka- 
liumquadrurate darzustellen. Dazu wurde zu verdiinnten L6- 
sungen von Kalium- oder Natriumhydroxyd, in welchen Harnsiiure 
gelést war, vorsichtig Essigsiiure bis zu ganz schwach saurer 
Reaktion zugesetzt. Die Analysen der kiinstlichen Produkte 
entsprechen der Annahme der Quadrurate. 

Etwa 30 Jahre spaiter wurden diese Untersuchungen von 
William Roberts!) wieder aufgefaBbt. Dieser Forscher zeigte 
zuerst, dab der Harn von Vogeln und Schlangen fast aus- 
schlieblich aus Quadruraten besteht, die Analysen ergaben 
damit gut tbereinstimmende Resultate. Dann zeigte sich, dah 
auch diese Urate, wie das Sedimentum lateritium von Wasser 
zersetzt wurden und dali immer die Quantititen der in Freiheit 
cesetzten und der als Mononatriumurat zurtickgebliebenen Harn- 
siiure gleich waren. Die Sedimenta lateritia ergaben zwar bis- 
weilen abweichende Resultate, was Roberts auf eine allméhliche 
Zersetzung im Harn zuriickfiihrt. Er konnte aber das Sediment 
beliebig mit jedem Harn zum Vorschein rufen. Der Harn wurde 
dazu mit 3°/oigem Kaliumacetat versetzt, zum Sieden erhitzt und 
mit einem Uberschuf von Harnsiiure geschiittelt. Nach Filtration 
setzte sich beim schnellen Abkiihlen ein amorphes Urat von 
ganz denselben Eigenschaften als das gew6hnliche Sedimentum 
lateritium zu Boden, bei langsamem Abkiihlen schied = sich 


') The chemistry and therapeutics of uric acid gravel and gout, 
British medical journal, 1902, Bd. I, S. 1288. 
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das Urat krystallinisch in kleinen Kugeln mit Radiiirstruktur, 
genau so wie im Harn von VOgeln und Schlangen, ab. Die 
Analyse ergab die fiir ein Quadriurat (Roberts schliagt wohllauts- 
halber den Namen Quadriurat statt Quadrurat vor) erforderte 
Menge Harnsiiure. Als Base war hauptsachlich Kalium, da- 
neben auch Natrium vorhanden, in dem Harn von Schlangen 
wurde auch merklich Ammoniak gefunden. 

Roberts stellte die Quadriurate auch aus wisserigen 
Losungen von Kalium- resp. Natriumacetat dar. Die Darstel- 
lung nach Bence Jones ist schwierig, weil die Essigsiiure- 
zugabe sehr leicht, wenn nicht genau das richtige Ma getroffen 
ist, zu Bildung von Mononatrium oder Kaliumurat oder ander- 
seits von Harnsiure fiihrt. Bessere Resultate erhielt Roberts 
mit Acetatlbsungen. Ftir das Kaliumsalz z. B. erhitzt man 300 cem 
3°/oiger Losung von Kaliumacetat zum Sieden, kocht sodann 
eine Minute mit 2 g Harnsiiure auf und filtriert. Beim schnellen 
Abkihlen zeigte das amorphe Priizipitat dieselben Eigenschaften 
wie das Sedimentum lateritium, Zersetzung durch Wasser usw. 
Lie} er die Abkiihlung langsam stattfinden, so war der Nieder- 
schlag ganz den kleinen krystallinischen Kugeln mit Radiar- 
struktur im Harn von Voégeln und Schlangen gleich. 

Roberts gibt an, dafi die Quadriurate meistens amorph 
auftreten, sehr leicht zersetzt werden und z. B. in keinem 
einfachen Loésungsmittel ohne Zersetzung lodslich sind. — In 
verdiinnten Lésungen der Alkalien sowie der sekundiiren 
Alkaliphosphate findet Umwandlung in Monometallurate statt. 
In Wasser oder in neutralen Salzlésungen wird dagegen die 
Hilfte der Harnsiiure frei. Roberts sagt: «The only appro- 
priate solvent for the quatriurates is healthy urine. In acid 
urines they dissolve freely with the aid of heat, and are again 
precipitated unchanged on cooling. Such solutions are, however. 
not quite stable; after a time their uric acid is slowly and at 
length completely liberated. The quadriurates are still more 
freely soluble in hot alkaline urines, and in these media they 
continue permanently unaltered if guarded against septic changes. 
When such solutions are made at boiling heat, and are satu- 
rated, they throw down on cooling bulky deposits which are 
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identical in appearance and reactions with the natural amor- 
phous urate sediment. » 

Wir haben diese Untersuchungen tiber die Quadriurate 
etwas ausfiihrlicher besprochen, weil sie sehr wichtig, aber 
leider zu wenig beobachtet worden sind. Wir haben alle An- 
gaben Roberts’ bestiitigen kénnen. 

Im Jahre 1900 wurde von Wilhelm His und Theodor 
Paul?) eine ausfiihrliche physikalisch-chemische Untersuchung 
iiber das Verhalten der Harnsiiure und ihrer Salze in Losungen 
verOffentlicht. In der ersten Abhandlung wird die Léslichkeit 
der Harnsiiure und ihre elektrolytische Dissoziation in reinem 
Wasser behandelt. In Bezug auf die iiltere Literatur weisen 
His und Paul auf die wichtigen Untersuchungen von Magnier 
de la Source?) hin. Dieser fand, dafi die anscheinend wech- 
selnde Léslichkeit der Harnsaiure aut Zersetzungen, welche in 
wiisserigen LOsungen besonders bei hoherer ‘lemperatur leicht 
stattfinden, beruht. Als Zersetzungsprodukte seien Uroxansiiure, 
Harnstoff und Dialursiiure zu betrachten; letztere ist durch die 
Schwerloslichkeit ihres Kalisalzes und die Neigung dieses, in 
[soalloxanat tiberzugehen, gekennzeichnet. Auch Blarez und 
Deniges*) beobachteten diese leichte Zersetzlichkeit; weiter 
mu bei Abkiihlung von in der Hitze gesiittigten Lisungen auber 
der Zersetzung der Bildung tbersattigter Losungen Rechnung 
getragen werden. His und Paul fanden auch bei ihren Be- 
stimmungen der Harnsadureléslichkeit eine Zunahme mit der 
Zeit. Der Sattigungspunkt wird nach ihnen schon nach 75 Mi- 
nuten Schiitteln erreicht, dann ist auch in den ersten Stunden 
eine Zunahme nicht zu finden. Nach ihnen lost sich 1 Teil 
Harnsiure in 39480 Teilen Wasser oder 6640 1 der gesiattigten 
Losung enthalten 1 Mol. oder 168,2 g Harnsiiure. Sie be- 
stimmten weiter die Leitfahigkeit von Harnséurelosungen, fanden 
dabei, dafi das platinierte Platin eine sehr stOrende Zersetzung 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 1. 

2) Action de l'eau sur l’acide urique. Bulletin de la société chi- 
mique, Bd. XXIII, S. 4835 (1875). 

*) Comptes rendus, Bd. CIV, S. 1847 (1887), zitiert nach His und 
Paul. 
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der Harnsiiure bewirkt. Die Dissoziationskonstante wird von 
ihnen auf K = 151 >< 10~-° geschitzt.!) Die Zersetzung in 
sauren LOsungen war sehr gering. 

His und Paul?) geben als bestes Verfahren zur Darstellung 
der Urate folgendes an: Zwei Molekiilen stark verdiinnter Kali- 
resp. Natronlauge wird ein Molekiil in Wasser suspendierter 
Harnsiiure zugesetzt, sodann filtriert, der klaren Lésung etwa 
zwel Molekiile Alkalibicarbonat zugesetzt, nach 24 Stunden das 
amorphe Urat auf dem Saugfilter gesammelt, mit chloridhal- 
tigem Wasser gewaschen, dann in siedendes Wasser unter 
Umriihren eingetragen (unter Zusatz von wenig Alkalichlorid, 
das die Bildung kolloidaler Losung verhindert), filtriert, das 
Filtrat der Abkiihlung tiberlassen. Auf diese Weise erhilt man 
das primiire Natriumurat als schéne, mikroskopische Nadeln mit 
einem Molekiil Krystallwasser, welcher bei 130° nicht ent- 
weicht. Dus primire Kaliumsalz bildet ebensolche Nadeln, ist 
aber wasserfrei. Das Ammonsalz wird einfach durch Eintragen 
von Harnsiiure in ammoniakhaltiges, heifes Wasser erhalten. 

Gudzent lost in 11 Wasser bei 40—50° Natronlauge, 
dem Molengewicht der Harnsiuremenge entsprechend und 10 g 
aufgeschwemmte Harnsiure; nach Filtration scheidet sich all- 
miihlich Mononatriumurat ab. Fiir das Kaliumsalz wird auf 
70—S8O0° erwirmt. 

Nach Gudzent werden die Urate, besonders das Am- 
moniumurat, nicht nur bei héherer, sondern schon bei Zimmer- 
temperatur innerhalb einiger Monate merklich zersetzt. 

Das von Gudzent dargestellte Natriumsalz hatte die Zu- 
sammensetzung C,H,N,O,Na +- H,O, das Kaliumsalz C,H,N,O,K 
und das Ammoniumsalz war ebenfalls wasserfrei. 

(;udzent bestimmte dann die Loéslichkeit der Urate, fand 

'' F. Gudzent bestimmte die Léslichkeit bei 37° (Diese Zeitschrift, 
Bd. LX, S. 25) und fand 1: 15505, eine Mol. Harnséure ist also in 
2609 | der gesiittigten Lésung gelést. Fiir die Dissoziationskonstante findet 
er bei 37° 358 &« 10~° oder 233 x 10~°, je nachdem die Leitfahig- 
keit des benutzten Wassers nicht oder wohl in Rechnung gebracht wird. 
Fiir die Loésungswiirme findet er — 8954 Kalor. pro Mol. 

*) Auch in der Abhandlung von Gudzent mitgeteilt, Diese Zeit- 
schrift, Bd. LVI, S. 140 (1908); siehe im tibrigen His und Paul, I. ¢. 
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aber dabei eine allmiihliche Abnahme bei liingerem Schiitteln, 
So war die Abnahme der gr6dBten Léslichkeit, die in 1 bis 
2 Stunden erreicht wurde, in 8 bis 9 Tagen beim Kaliumurat 
$490; beim Natriumurat 7,8°/o; beim Ammoniumurat sogar 
31°/o. Diese Abnahme fand er sowohl bei 18° wie bei 37°. 
Fiir den Endwert der Ldéslichkeit findet er: 


18° 37° 
Monokaliumurat 1: G65: 1: 370 
Mononatriumurat 1: 1201 1: 665 
Monoammoniumurat 1 : 2415 1 : 1352 


Er berechnet die Hydrolyse der gesittigten Uratldsungen 
und findet: 


0,0074 norm. Kaliumurat, Coy = 5,6 X 10‘, hydrolysiert 0.0076 °/o 
0.004 > Natriumurat, > om 13 10’, 0,001 °/o 
0,002 >» Ammoniumurat, » = 0,27 < 10‘, 0,15 °y0 


Von William Gordon Little!) wurden auch Ldoslich- 
keitsbestimmungen von Uraten ausgeftihrt. Dieser Autor fand 
eine Léslichkeitsiinderung beim Zusetzen von 0,5°/o Natrium- 
chlorid und zwar eine geringe Léslichkeitserhohung von Caleium- 
und Magnesiumurat, wihrend die Loslichkeit von Natriumurat 
fast auf Null herabgedriickt wurde. Auch Calciumsalze ernie- 
drigten die Léslichkeit des Natriumurats. 

Gudzent?) hat dann die Léslichkeitsabnahme der Alkali- 
urate naher studiert. Er kommt zu dem Schlub, dab die 
Harnsiiure zwei Reihen primirer Salze bildet, die er von 
zwei tautomeren Harnsiiureformeln abgeleitet denkt. Die 
Lactamform wiirde die instabilen, die Lactimform die stabilen 
Salze geben. Die Loéslichkeit nimmt ab, bis das Gleichgewicht, 
das sehr nahe an der Lactimseite liegt, erreicht ist. Die Lés- 
lichkeitsabnahme wiirde bei 18° etwa 33,4°/o, bei 37° 33,9°/o 
sein, das Gleichgewicht wird bei 18° in etwa 140 Stunden, 
bei 37° in etwa der Hiilfte dieser Zeit erreicht. Er findet jetzt 
fiir die Endwerte der Loslichkeit: 


‘) The relative importance of inorganic kations, especially those 
of sodium and calcium, in the causation of gout and production of gouty 
deposits: The Biochemical Journal, Bd. IV (1909) S. 30. 

2) Diese Zeitschrift, Bd. LX (1909), S. 25, 38. 
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18° 37° Con 
Monokaliumurat 1: 7146 1: 402 5385<10-’ 
Mononatriumurat 1:1270 1: 710 4,02 “ 10-7 
Monoammoniumurat 1: 3290 1:1848 0,27“ 10-7 

In einer spiiteren Publikation gibt Gudzent seine Unter- 
suchungen tiber das physikalisch-chemische Verhalten der Harn- 
siiure und ihrer Salze im blut.!) Er verwendet kiinstliches 
Serum von der folgenden Zusammensetzung: 

NaCl 0,59°/o, KCl 0,04°/0, CaCl, 0,04°%o, MgCl, 0,025°/o, 
NaH,PO, 0,0126°/0, NaHCO, 0,3851°/o, Glukose 0,15°/o und 
Gummi arabic. 2,0°/0.2) Die Reaktion dieser Mischung soll 
der des natiirlichen Serums ganz gleich sein, dabei muf also 
das primiire Phosphat zum gréSten Teil in sekundires umge- 
wandelt sein, denn bei der Reaktion des Blutes hat man nur 
wenig H,PO,-Ionen. Die Basen der Chloride und Phosphate 
werden nach Gudzent von Harnsiiure nicht merklich in An- 
spruch genommen; er findet z. B. fiir die Loslichkeit der 
Harnsiiure in 

reinem Wasser 0,0650 g pro Liter *) 
n/19-NaCl 0,0649 > » >» 
n ‘10-NaH,PO, 0.0649» » » 

Wir werden spiiter sehen, dali die Léslichkeit in Na,HPO,- 
Lisungen grofer ist. Anders steht die Sache mit der Kohlen- 
siiure. Die Dissoziationskonstante der Harnsaéure ist bei 18° 
0,151 < 10-54) und bei 37° 0,233  10-5,5) die der Kohlen- 
siiure bei 18° 0,304 X 10-®.°) Gudzent berechnet dann mittels 
der Nernstschen Formeln die Teilung des Na auf die beiden 
Siiuren Harnsiiure und Kohlensiiure. Diese Formeln sind ab- 
geleitet fiir den etwas vereinfachten Fall, daf alle Konzentrationen 
den Wert eins haben. Fiir den allgemeinen Fall gestalten sie 
sich etwas anders. Haben wir in V Litern C, Molekeln HU 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXIIT (1909), S. 455. 

*) Adler, Journ. of Americ. Assoc. (1908), Bd. II, 9, S. 782. 
*) Das ist also jetzt eine Molekel Harnsdéure in 2585 1. 

‘) His und Paul, Diese Zeitschrift, Bd. XXXI (1900). 

) Gudzent, Diese Zeitschrift, Bd. LX (1909). 

") Nernst, Theoret. Chemie, 1907, S. 507. 
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(Harnsiiure), C, Molekeln H,CO, und C, Molekeln NaOH und 
wird der (1—x)te Teil der Harnsiiure von Natrium gebunden: 
HU H,CO, NaU NaHCO, 


also: —" ity ' ; 
C,x C,—(C, —-C,(1—x)) Cj1—x) C,—C,(1 — xX) 
Disso- 
1 oy d, d, d, d, 
ziationsgrad , 


Wir wissen dann zuerst nach der Theorie der isohydrischen 
Liosungen, dah die Produkte der dissoziierten Teile der konju- 
cierten!) Elektrolyte gleich sein miissen. Also: 


C,xd, X [C,—C,(1—x) Jd, = [C,—[C,—C,(1—x) | |d, X C,(1—x)d, 
C,—C,(1 — x) _ i—x = d,d, 
C,—|C,—Cyi—x)}| x ~~ did, 


Das Massenwirkungsgesetz gibt uns fiir die Harnsiiure: 
VC,x(i—d,)K, = 
‘ . ‘ 1 / of ‘ ‘ ! 1 a 
'C,xd, + (C,—[C, —C,(1 — x)]d,][C,xd, 4- C,(1 — x)d,], 
woraus bei Umformung und in Betrachtziehung der soeben 
genannten Eigenschaft der isohydrischen LOésungen: 
V.C,x(1 —d,)K, = C,xd, * Summe von allen 
dissoziierten Molekeln. 
Ebenso finden wir fiir die Kohlensiure: 
V{c,—(C, —C,(1—x))](1— d,)K, = 

C,—(C,— C,(1— x))|d, X Summe von allen dissoziierten 


Molekeln. 
Teilung gibt also: 
C,x(1—d,)K, Xd 
C, «ft. 6ii— 1d a, | (Cn fl, ~- 00 — ae 
oder mit Vernachliissigung von d, und d, gegen 1: 
Z — i ([K, und K, sind also die Dissoziationskonstanten der 


Harnsaure resp. Kohlensaure]. 
Dieses, substituiert in die oben gefundene Gleichung, gibt: 
C, —C, (1 —) K, 1—xd, 


C,—{C,—C,(1—x)] K, » < 


') Also Elektrolyte, welche keine Ionen gemein haben. 
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Wir kénnen aber annihernd den Dissoziationsgrad von 
NaU und NaHCO, gleich setzen, also d,; = d,, und erhalten 





C,— C, (1 —x) K, 1—x 
C,—[(C,—C,(1—x)) K, x © 
Setzen wir jetzt C, = C, = C,(= 1), so finden wir 
- - - , + K, ‘1 ——- > 
die von Gudzent benutzte einfache Form _ ). 
Re X 


Er berechnet dann die Dissoziationen der beiden Séuren 
bei derselben Konzentration in reiner Lésung. Seien diese 
Dissoziationen a, und a,, so finden wir: 

Gib iC. £ 2 
K,VC, (1 —a,) = (C,a,)? K 
da a, und a, klein sind; also 
ai-—x) ¢€,—(,—(,6—s) . (a 


Ag 1 
2 ‘ a. 1 \ — ‘ 9? 
— Ss 1— x a 
wofiir Gudzent einfach - - = —! verwendet. 
x a 
3 


Wenn also die drei Konzentrationen von Harnsiure, 
Kohlensiiure und Natriumhydroxyd (C,, C, und C,), daneben 
auch die Dissoziationsgrade der beiden Siiuren in reiner Lo- 
sung a, und a, bekannt sind, so kann man x berechnen. 

So findet Gudzent,?) dab 97°/o des acid. uric. vom Na- 
trium gebunden sind. 

Aus der Dissoziationskonstante der Harnsiiure und der 
bekannten Wasserstoffionenkonzentration labt sich ein gleiches 


Resultat erzielen. 


') Weil an das kiinstliche Serum NaHCO, zugefiigt worden ist, 


kann man C, = C, setzen, wodurch die Gleichung sich vereinfacht zu 
(1 — x)* 1 7 
x C,—C,(1—x) — C, a,?’ 


wenn man annimmt, da die Phosphorséiure (NaH,PO,) kein weiteres 
Na des NaHCO, bindet, das ist aber gewiB nicht der Fall. 

*) Mit der vereinfachten Formel, also nicht ganz genau. Man kann 
im Ubrigen aus der Wasserstoffionenkonzentration des Serums und de) 
Dissoziationskonstante der Harnséure den Teil von dieser, welcher els 
freie Saéure anwesend sein muf, berechnen. 
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Blut oder natiirliches Serum geben mit Harnsiiure Kohlen- 
dioxydentwicklung und bildung von Mononatriumurat. 

Gudzent berechnet die Léslichkeitserniedrigung des Mono- 
natriumurats in Serum mittels der bekannten Nernstschen 
Gleichung fiir die Loslichkeit bei Gegenwart eines zweiten 
Elektrolyten mit gleichnamigem Ion: 


xX : oe -9? : 

a eit Xx 
0 + Vow“) 4 2 
oG 4 


in der m, die Loslichkeit des Elektrolyten in reinem Wasser 
und a, der dazugehorige Dissoziationsgrad, m die Ldéslichkeit 
bei Gegenwart eines zweiten Elektrolyten und a der dazuge- 
horige Dissoziationsgrad, x die lonenkonzentration des zweiten 
Elektrolyten. Die Loslichkeit des Mononatriumurats in reinem 
Wasser betriigt nach Gudzent bei 37° 

fiir die Lactamform 2,13 g pro Liter 

» » Lactimform 1,4085 g pro Liter. 

Die Natriumionenkonzentration im Serum schiitzt Gudzent 
auf 0,119, daraus ergibt sich fiir die Léslichkeitserniedrigung 
fiir die Lactamform 85,5 °/o 

Lactimform 8&,9°/o. 
Gudzent findet fiir die Loslichkeit im ktinstlichen Serum der 
Lactamform 18,4 mg pro 100 ccm 
Lactimform 83 » » 100 
Was die Loslichkeit von Harnsiure im Harn _ betrifft, 
dartber liegen auch Untersuchungen Klemperers!) vor. 
Dieser Autor ist der Meinung, dafi der Harn die Fiéhigkeit, 
Harnsiiure in Losung zu halten, seinem Gehalt an kolloidalen 
Substanzen verdankt. besonders das Urochrom wiirde in dieser 
hichtung wirksam sein. Nach Lichtwitz?) ist aber Urochrom 
gar kein Kolloid. Lichtwitz stellte Untersuchungen mit Harn- 
proben, welche ein Sediment absetzen, an. Er fand, dah nach 
Kochen das Sediment sich oft viel langsamer, als wenn nur 
auf 40—50° erwiirmt ist, absetzt. Er fand weiter, dab Ab- 


') Kongref f. innere Medizin (1902). 
*) Diese Zeitschrift. Bd. LXI, S. 112 (1909); ibid., Bd. LXIV, S. 144 
(1910). 
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filtrieren des Sediments keinen Einfluf auf die Zsigmondysche 
Goldzahl hat, also enthalt das Sediment keine Kolloide. In 
normalem Harn ist nach ihm die Harnséure echt gelost. 

Aus den vielen Untersuchungen tiber die Loslichkeit und 
die weiteren Eigenschaften der Harnsiiure und der Urate kann 
man nun aber noch nicht eine vollstiindige Ubersicht iiber die 
Existenzgrenzen dieser Verbindungen, besonders des Quadri- 
urates, erhalten. Zur Beantwortung der anfangs gestellten 
Frage haben wir deswegen eine Reihe von Ldoslichkeitsbe- 
stimmungen mit Harnsiiure und den Uraten gemacht. 

Wenn man Harnsiiure mit LOsungen von Natriumphosphat 
zusammenbringt, erhiilt man vom Standpunkte der heterogenen 
Gleichgewichtslehre ein System aus vier Komponenten, Wasser, 
Phosphorsiiure, Natriumhydroxyd und Harnsiure.!) Arbeitet 
man bei bestimmter Temperatur und bestimmtem Druck, so hat 
man noch vier Freiheitsgrade tibrig. Zu zwei bestimmten 
festen Phasen gehort eine Kurve, deren Punkte der Zusammen- 
setzung der Losungen entsprechen, welche mit diesen zwei 
festen Phasen in Gleichgewicht sind. Nur bei drei festen Phasen 
besteht nur eine Lésung, die mit den drei festen Phasen in 
Gleichgewicht ist. 

Solche Systeme aus vier Komponenten sind also ziemlich 
verwickelt. Wir haben nun aber eine Vereinfachung damit 
angebracht, daf wir die Phosphorsiéurekonzentration konstant 
erhielten, und zwar ebenso groB wie bei unseren Aciditiitsunter- 
suchungen. Man kann dann das System ais aus drei Kompo- 
nenten bestehend auffassen und die graphischen Darstellungen 
in einem Dreieck vornehmen. Die Phosphorsaure nimlich 
geht niemals in die festen Phasen tiber. 


Versuche mit Phosphatlosungen. 

Wir brachten also in einen Mefkolben die gemessene Menge 
der Phosphorsiiurelédsung, dann Natron- oder Kalilauge und 
fiillten mit destilliertem Wasser an. ) 

Diese Lisung wurde dann mit Harnsiure oder Urat in mit 


‘) Man kann die Komponenten auch anders wihlen, z. B. Wasser, 
P,O,, Na,O und Harnsdaure. 
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Gummistdpseln und Gummikapseln verschlossenen Flaschen von 
etwa 200 ccm im Thermostaten bei 18° wiihrend 9—10 Tagen 
geschiittelt. Sodann wurde im Thermostaten filtriert. Die Filtra- 
tion ist bisweilen etwas schwierig und deshalb wurde von uns 
die in Figur 1 angegebene Vorrichtung verwendet. Im Gefiif A 
befindet sich unten ein kleines 
aus Filtrierpapierbrei bestehen- 
des, fest angedriicktes und mit 
der zu filtrierenden Losung drei- 
mal unter scharfem Absaugen | | 
ausgewaschenes Filter f. Wiih- : ana 
rend der Apparat sich im Was- \ 
ser des Thermostaten befindet, ‘ 
wird die Fliissigkeit in A ein- I | 
gegossen, das Gefiif verschlossen , | 
und mittels des Hahnes H der eT 
Luftdruck auf etwa 20 mm herab- 

gesetzt: dann wird H sofort ge- B 
schlossen. Nach einigen Stun- Fig.1 

den befindet sich das immer 

ganz klare Filtrat in B. 

Im Filtrat bestimmten wir dann die Wasserstoffionenkon- 
zentration und den Harnsiiuregehalt. Erstere wurde in der 
nimlichen Weise wie friiher beschrieben, !) und letzterer mittels 
der Methode von Kjeldahl in je 50 ccm bestimmt. 

Das Natrium- oder Kaliumhydroxyd, sowie die Harnsiiure 
waren von Kahlbaum bezogen. Bei den Titrationen wurden 
etwa Zehntelnormalfliissigkeiten verwendet. 

Die Harnsiure von rein weifer Farbe gab nach Kjeldahl 
folgende Zahlenwerte : 
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I. Harnsiure 0,2041 g If. 0,2106 g 
gefunden 68,4 mg Stickstoff 70,33 mg Stickstoff 


4 
 : 
= 0,2053 g Harnsiure = 0,2111 g Harnsiiure. 
Hier folgt eine Ubersicht iiber die Léslichkeitsversuche 
mit Harnsiiure und Natriumurat. 


') Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 341 (1909). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVIL. 
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Versuch 1. Eine Loésung von 25 ccm einer Phosphorsaurelisung 
von 20,76 g P,O, pro Liter, 68,20 ccm einer Lésung von Natriumhydroxd, 
n = 0.1079 (Mercks pro analysi und Leitfahigkeitswasser) mit dem 
reinen Wasser bis auf 250 ccm angefiillt.‘) Von dieser Liésung 194,41 g 
mit 0.5240 g Harnsaure. Schiittelzeit 10 Tage. 

Nach Beendigung des Versuches bestand die feste Phase aus Harn- 
siure, Die Analyse des Filtrates ergab pro Liter 161,4 mg Harnsiure. 

Die Aciditiitsmessung ergab mit der Wasserstoffelektrode in Kombi- 
nation mit einer Quecksilber-Kalomelelektrode mit normaler KCl-Lésung: ?) 

0.55317 Volt; also Wasserstoffelektrode — 0,00683 Volt, 
Cy = 2,07 « 107°; pr = 4,68. 

Versuch 2. 70 cem der NaOQH-Lésung mit immer 25 ccm der P,0O,- 
Lisung auf 250 ccm, 189,15 g dieser Lisung mit 0,4820 g Harnsaure 
10 Tage geschiittelt. 

Nach Beendigung des Versuches besteht die feste Phase aus Harn- 
siure. Das Filtrat enthalt 198,2 mg Harnsiure pro Liter. Die elek- 
trische Messung ergab: 

0.59100 Volt, Gaselektrode -+ 0,03100 Volt, 
Cy = 4,57 X 10-°; py = 5,34. 

Versuch 3. 80 ccm der NaOH-Lésung mit 25 ccm P,O,-Lisung 
auf 250 ccm. 190,02 g dieser Lésung mit 0,4857 g Harnsdure 10 Tage 
veschiittelt. 

Die feste Phase besteht aus Harnsaure. Das Filtrat enthalt 415,2 mg 
Harnsaure pro Liter. 

0,64957 Volt, Gaselektrode -+ 0,08957 Volt, 
Cy = 4,41 x 10~7; pi = 6,36. 

Versuch 4. 90 ccm der NaOH-Lésung mit 25 ccm der P,O,-Lésung 
auf 250 ccm. 180,06 g dieser Lésung mit 0,4755 g Harnsaure 10 Tage 
veschiittelt. 


‘) Diese Losung enthalt also NaH,PO,. 

2) Fiir saure sowohl wie fiir alkalische Liésungen ist die Wasser- 
stoffionenkonzentration die experimentell bestimmte. Sdrensen schlagt 
vor, den Briggschen Logarithmus des reziproken Wertes der Wasser- 
stoffionenkonzentration als Maf fiir die Aciditaét oder Alkalitat anzugeben. 
Er nennt diesen Pre: Wenn also die Wasserstoffionenkonzentration 
» Es scheint uns dieser Vorschlag 
schr zweckmihig, wir geben bei unseren Bestimmungen den Wert von 


10 ist, so ist ppp = log, 10 


py immer an. (Man lese iiber diese Betrachtungen Sdrensen, Etudes 


Enzymatiques, Comptes rendus des travaux du Laboratoire de Carlsberg. 
ViiIme Volume, 1re livraison 1909. Diese vorziigliche Abhandlung gibt 


auch iiber die elektrometrische Methode zur Bestimmung von Pit viele 
sehr niitzliche Einzetheiten.) 
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Die feste Phase besteht aus Harnsiure. Das Filtrat enthalt 377,0 mg 


Harnsaure pro Liter. 
0,66222 Volt, Gaselektrode ++ 0,10222 Volt, 


Cy = 2,66 x 107‘; pit = 6,58. 
Versuch 5. 110 ccm der NaOQH-Lésung mit 25 ccm der P,O,-Lésung 
auf 250 ccm. 182,33 g dieser Lésung mit 0,4715 g Harnsiiure 10 Tage 


ceschiittelt. 
Die feste Phase besteht immer aus Harnsiiure. Das Filtrat enthilt 


929,0 mg Harnsaure. 
0,68358 Volt, Gaselektrode +- 0,12358 Volt, 
Cy = 1,14 x 107"; py = 6,94. 

Versuch 6. 136,40 ccm der NaOH-Lésung mit 25 ccm P,O,-Lésung 
auf 250 ccm. 193,77 g dieser Lésung mit 0,4802 g Harnsaure 10 Tage 
veschittelt. 

Die feste Phase besteht aus schénen Nadeln von Mononatrium- 


urat. Keine Zersetzung mit Wasser, also kein Quadriurat. Das Filtrat 
enthalt 453.8 mg Harnsiure pro Liter. 
0,68630 Volt, Gaselektrode +- 0,12630 Volt, 
Cy = 1,019 x 10-7; pf = 6,99. 

Die Harnsaurebestimmungen in den Filtraten von 5 und 6 wurden 
wiederholt mit je 25 ccm Filtrat und ergaben sehr nahe dieselben Werte, 
919,0 mg und 453,7 mg. In Versuch 6 war die urspriingliche Zusammen- 
setzung der Liésung Na,HPQ,. 

Bei diesen Versuchen war also das Quadriurat nicht auf- 
getreten. Auch hatte keiner der Versuche zwei feste Phasen 
ergeben. Die Grenzen der Loslichkeitskurven mit Harnsiaure 
und mit Mononatriumurat als feste Phasen waren also noch 
nicht festgestellt. Um diese Grenzen zu ermitteln, wurden zwei 
neue Versuche angestellt. Erstens wurde Versuch 6 mit einer 
grOBeren Menge Harnséure wiederholt, dabei wirde nur ein 
Teil von dieser in Urat umgesetzt werden und miifiten also 
zwei feste Phasen auftreten. 

Daneben versuchten wir dasselbe Gleichgewicht von der 
andern Seite zu erreichen. Die Lésung von der Zusammen- 
setzung NaH,PO,, geschiittelt mit Mononatriumurat, sollte aus 
diesem Harnsiure in Freiheit setzen, bei geniigender Menge 
des Urats miiBten also auch hier zuletzt die zwei festen Phasen 
Harnsaure und Mononatriumurat vorhanden sein. 

Versuch 7. 136,40 ccm der NaOH-Lésung mit 25 ccm der P,O,- 


Lisung auf 250 ccm. 190,55 g dieser Lésung mit 1,519 g Harnsiéure 
24* 
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10 Tage geschiittelt. Nach dieser Zeit als feste Phasen Harnsaéure und 
Mononatriumurat. Die Untersuchung der festen Phasen ergab, dafs mit 
Wasser keine Neubildung von Harnsiurekrystallen statifand, also war 
Quadriurat nicht anwesend. Das Filtrat enthalt 692,4 mg Harnsiure pro 
Liter. Gesamtelektromotorische Kraft 0,68358 Volt, Gaselektrode +- 0,12358 
Volt, Cy = 1,14 x 107‘; py = 6,943. 

Hier war also die LoOsung anscheinend mit zwei festen 
Phasen, Harnsiiure und Mononatriumurat, in Gleichgewicht. 

Versuch 8. 68,20 cem der NaQH-Lisung mit 25 ccm der P,O,- 
Liésung auf 250 cem. 185,71 g¢ dieser Lésung mit 1.4062 ¢ Mononatrium- 
urat 10 Tage geschiittelt.') Die festen Phasen bestanden aus Harnsiiure 
in ziemlich grofen regelmifigen Krystallen und kleinen Nadeln von Mono- 
natriumurat. Kein Quadriurat. Das Filtrat enthalt 210,8 mg Harnsiiure 
pro Liter. Elektromotorische Kraft 0,63464 Volt, Gaselektrode -+- 0,07464 
Volt, Cy = 8,01 & 107‘; py = 6,10. 

Hier waren also dieselben zwei festen Phasen wie in Ver- 
such 7 aufgetreten. Doch hatte die Lésung keineswegs die- 
selbe Zusammensetzung. Nun kénnte an eine sehr langsame 
Gleichgewichtseinstellung gedacht werden, so dal selbst in 
10 Tagen das endgiiltige Gleichgewicht noch nicht erreicht 
wiire. Ein liingeres Schiitteln bei 18° ware aber duBerst be- 
denklich. Das zeigten schon unsere hohen Harnsiuregehalte. 

Von Gudzent?) wurde die Loslichkeit von Harnsiiure in 
reinem Wasser auf 0,0650 g pro Liter festgestellt. Er sagt 
dann weiter, dafi Phosphorsiiure eine so viel stiirkere Siiure 
als Harnsiiure ist, daB die Basen der Phosphate von Harn- 
siure nicht merklich gebunden werden koénnen. Danach 
muf nach ihm die Léslichkeit von Harnsiiure in reinem 
Wasser und in einer Loésung von z. B. NaH,PO, gleich sein. 
In Ubereinstimmung damit findet er dann auch die Léslich- 
keit der Harnsiiure in einer Zehntelnormallésung von NaH,PO, 


') Das verwendete Mononatriumurat war aus einem Praparat von 
Dinatriumurat von Kahlbaum, durch dessen Lésung man Kohlendioxyd 
geleitet hatte, dargestellt. Die Analyse ergab: 

0.3010 g ergaben 0,0852 g NaCl, also 15,01°'> Na,0O. 
Berechnet fiir C,N,H,NaO,-H,O: 14,9°/o. 
Die Stickstoffbestimmung nach Kjeldahl ergab 27,02 °o N. 
Berechnet fiir C;N,H,NaO,-H,O: 26,92 ° 0. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. LXIII (1909), S. 455. 
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0,0649 g pro Liter, also sehr nahe denselben Betrag wie in 
Wasser. 

Man hat hierbei aber die sauren Eigenschaften des Ions 
H,PO, nicht zu vergessen. Die Losung des Mononatriumphos- 
phats der Konzentration, die immer von uns verwendet wurde, 
hat eine Wasserstoffionenkonzentration von etwa 7X 10~°. 
Wir geben hier noch einmal den Verlauf der Wasserstoffionen- 
konzentration einer Phosphorsiurelédsung von 2,076 g P,O, 
pro Liter beim Zusetzen von NaOQH-Losung. Die Kurve ist an 
der alkalischen Seite etwas weiter als friiher fortgesetzt. Als 
Ordinate ist p;;, als Abszisse die Anzahl Kubikzentimeter NaOQH- 
Losung (0.1131 norm.) gewiihlt. 

Die Ergebnisse der Messungen enthiilt folgende Tabelle I. 

In Figur 2 ist die Kurve gezeichnet. 

Die Aciditaét 7><10~° oder pf = 4,13 gibt zu einer Zu- 
riickdriingung der Harnsauredissoziation Veranlassung. In reinem 
Wasser ist nach Gudzent die Léslichkeit 0,0650 g pro Liter. 
Die Dissoziationskonstante ist 233 >< 107-%. Wenn «a der Disso- 
ziationsgrad ist, so haben wir: 

oo (1—a) X 233 X 10-8 = a)" 
168 — 168 

Mit Vernachlassigung von (1—a) finden wir « = 0,0776, 
ohne Vernachliissigung finden wir a = 0,07466. 

Nun muf die Konzentration des nicht dissoziierten Teils 
konstant sein, nennen wir die Léslichkeit der Harnsiure in 
Mononatriumphosphat C,, den Dissoziationsgrad «,, so haben wir: 

ee ; 
168 
(Konstanz des Ldéslichkeitsprodukts. ) 
Hieraus finden wir: 
Ca, = 1,038 K 10~-° (oder 8,038 >< 10-5), 
Weiter ist: C,(1 —a,) = C,(1—a) wo C, die Léslich- 


< 0,07466) = (Cya,) X (7% 10-8 + Ca). 


keit in reinem Wasser ist. 

Hieraus und aus dem Wert fiir C,a, = 1,038 * 10-° 
ergibt sich C, = 3,683 * 10-+* oder die Léslichkeit in der 
LOsung des sauren Natriumphosphats ist 0,0619 g pro Liter. 
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Tabelle I. 





























ecm NaOH Gesamt- ee, Wasserstoff- 
Nr. pro100ccm elektromotorische renames ine ionen- pt 
Seas Kraft er Gaselextrode konzentration *H 
eens: Volt Volt Cu 
1 0 0.3965 — 01635 0,0108 | 2,97 
2 6 | 0.4035 | —01545 |7,55 107%! 2,12 
3 12,23 0.4185 -- 0,1415 450 >» | 235 
P 18 0.4351 | —01249 |232 » | 2,64 
5 22,32 0,4566 | —0,1034 9,83 x 107~* | 3,01 
6 24,46 0,4784 | —0,0816 |412 >» | 3,39 
7 | 25,76 0,5191 | —0,0409 | 815>¢10-°| 4,09 
4 25,76 0,523 —0,0365 [6,82 » 4,17 
9 | 27,47 0,6164 —— -+-0,0564 — 1,68 X10 | 5,78 
10 30 | 0.6431 | -+-0,0331 15,78 ~ 107‘ | 6,24 
11 34,34 0,6660 +. 0,1060 2,32 » 6,64 
12 38,63 0,6835 | + 0,1235 115 » 6,94 
13 39 0,6840 +- 0,1240 113 >» 6,95 
14 42,93 | 0,6950 | +0350 17,30%107°| 7,14 
15 A468 0,7056 | +0,1456 478 > 7,32 
16 48,92 | 0,7304 | -+0,1704 78 > 7,75 
17 51,52 0.7578 | +0,1978 59710? | 8,22 
18 51,52 | 0,7639 | +0,2039 468 » 8,33 
19 53,23 0,7891 | +-0,2291 1,71 » 8,77 
20) 54.08 | 0.8594 | +0,2994 1,04 ¢ 107") 9,98 
21 54,08 0,8651 — +0,3051 | 8,27 10-4 10,08 
22 | 54,94 0.9013 | +0,3413 195 » | 10,71 
23 494 0,8788 | +--+ 0,3188 4,78 » | 10,32 
2 | 6L98 09001 | +0,3401 [204 » | 10,69 
25 56,66 | 0,9161 | + 0,3561 1,08 10,97 
26 60,09 0,9346 | ++ 0,3746 5,16 X 1o-® 11,29 
27 | 68,68 | — 0,9627 | --0,4027 | 1,69 0 >» | 11,77 
28 | 7729 | 0,9792 | +0,4192 | 8,71 X 107") 12,06 
29 | 78,01) 0,9798 — -+0,4198 8,32 > | 12,08 
30 | 85,85 0,9923 4 0,4323 518 » | 12,29 
31 | 85,85 | 0,9919 | = 0,4319 5,13 > | 12.29 
32 | 900 | 0,9953 | +-0,4353 448 > | 12,35 
33 | 1020 | 1,0069 | + 0,4469 2,82 >» | 12,55 
34 | 1140 | 1,0155 | +0,4535 2,00 » | 12,70 
35 | 1440 | 0,0253 — +.0,4653 135 » |12,87 


| | 


‘) In den Versuchen 29—35 wurde eine viel stiirkere NaQH-Lésung 


(O.8846 n) gebraucht. 
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Sie hat also ein geringes abgenom- 
men. Aus Versuch 1 ergab sich 
aber eine Harnsiurelislichkeit von 
161,4 mg pro Liter. Hier war also 
wahrscheinlich die Schiittelzeit zu 
lange. Dieser Versuch wurde da- 


rum wiederholt. 

Versuch 9. 0,1078 ¢ Harnsiure wur- 
den 48 Stunden mit 194,005 g der Lésung 
von Mononatriumphosphat  geschiittelt. 
Dann wurde etwa die Halfte filtriert und 
der Harnsiuregehalt bestimmt. Daneben 
wurde ein blinder Versuch angestellt in 
der Weise, daf in 50 cem der Mono- 
natriumphosphatlésung eine Kjeldahl - 
bestimmung ausgefiihri wurde. Die ge- 
fundene, verbrauchte kleine Menge Schwe- 








Nas HPO, 
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felsiure (0,14 ccm) wurde bei der Berechnung in Betracht gezogen. So 
wurde fiir den Harnsiiuregehalt der niedrige Wert von nur 11,4 mg pro Liter 
gefunden. Dann wurde die andere Hialfte der Lésung wieder im Thermo- 
staten etwa 9 Tage geschiittelt und sodann filtriert; die Analyse ergab 
den enormen Wert von 907,0 mg Harnsiure (wenigstens wenn die ge- 
fundene Ammoniakmenge als Harnsiiure berechnet wird). Hier war die 
Harnsiiurezersetzung durch die in der Flasche vorhandene Luftmenge sehr 
gefirdert. 

Der ganz niedrige Wert von 11,4 mg pro Liter ist sehr 
merkwirdig. 

Wir haben dann einige weitere Versuche mit verhaltnis- 
miéBig kurzer Schiitteldauer angestellt. So wurde Mononatrium- 
urat mit der L6sung von Mononatriumphosphat 3 > 24 Stunden 


geschittelt. 
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Versuch 10. 0,7730 g Mononatriumurat wurden 3 Tage mit 193,28 ¢g 
der Mononatriumphosphatlésung mit immer demselben Gehalt an Phosphor- 
siure geschiittelt. Die festen Phasen bestehen nach Ablauf dieser Zeit 
aus einer grofen Menge von grofen, wohlgebildeten Harnsaurekrystallen 
und weiter aus dem unzersetzten Teil des Natriumurats. 

Die Analyse des wasserklaren Filtrats ergab: pro Liter 208,0 mg 
Harnsiure. Die elektrische Messung ergab 0,62736 Volt; PH a: 6.07, 

Dann wurde der Versuch mit Harnséure und Dinatrium- 
phosphat auch mit kurzer Schiitteldauer wiederholt. 

Versuch 11. 1,3786 g Harnsiiure wurden mit 183,93 g der Phos- 
phatlOsung geschiittelt (2 24 Stunden). 

Nach Beendigung des Versuchs bestand die feste Phase wahr- 
scheinlich nur aus Harnsaure. 

Die Analyse des Filtrats ergab: Harnsiaure 1,335 g¢ pro Liter. Elek- 
trische Messung 0,70380 Volt; pH = 7,30. 

Der Harnsiiuregehalt war hier sehr hoch, in Versuch 7 
wurden bei 10 Tagen Schiittelzeit nur 692,4 mg gefunden. Auch 


war da die LOsung etwas mehr sauer geworden (py = 6,94). 


Wir sehen also, da bei dieser kurzen Schiittelzeit kein Gleich- 
gewicht eingetreten war. Hier hatte sich also vielleicht in der 
Losung die weniger stabile, von Gudzent zuerst angegebene, 
Laktamform gebildet. Daher die gréSere Léslichkeit und das 
Nichtauftreten von Natriumurat als Bodenkodrper. Das Filtrat 
setzte nach einigen Tagen einen kleinen Niederschlag von 
Natriumurat ab. 

Jedenfalls sieht man, daf die endgiiltigen Gleichgewichte 
nur langsam erreicht werden und anderseits, daf man sogar 
bei 18° bei liingerer Schiitteldauer leicht Zersetzungen und 
damit abweichende Zusammensetzungen erhiilt. 

Daneben wurde aber niemals das Quadriurat erhalten. Nun 
war schon aus den Untersuchungen Roberts hervorgegangen, 
dafi besonders das Natriumquadriurat ein weniger stabiles Salz 
darstellt. Wir haben die zur niiheren Untersuchung des Quadri- 
urats angestellten Versuche dann auch mit den Kaliumverbin- 
dungen vorgenommen und werden sie weiter unten bei der 
Besprechung der Versuche mit Kaliumphosphat erwahnen. 


Versuch 12. 8840 ccm NaOH (n = 0,1151) und 25 ccm der Phos- 
phorsdiurelisung wurden mit Wasser bis auf 250 ccm angefiillt. 195,18 g 
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dieser L6sung wurden mit 0,4814 g Harnsiure 2 x 24 Stunden geschiittelt. 
Das Filtrat ergab sodann einen Harnsiiuregehalt von 319,4 mg pro Liter. 
Die elektrische Messung ergab 0,6635 Volt; Pit == 6,59. Die urspriing- 


iche pS war 6,75 (Bodenkérper nur Harnsiure). 

Versuch 13. 176,80 com NaOH (n = 0,1151) und 25 ccm der Phos- 
phorsiurelédsung wurden mit Wasser auf 250 ccm angefiillt; 188,9 g dieser 
Losung wurden mit 0,4740 g¢ Mononatriumurat 2 * 24 Stunden geschiittelt. 
Die feste Phase war Mononatriumurat. Der Harnsauregehalt des Filtrats 
war 604,8 mg pro Liter. Die elektrische Messung ergab 0,9604 Volt; Ph 

- 11,74. Die Pit der Ausgangslésung war 11,90. 

Ks fragt sich nun, wie es mit der mit den zwei festen 
Phasen Harnsaéure und Mononatriumurat in Gleichgewicht sich 
befindenden Lésung steht. Diese Lésung hiitten wir beim Zu- 
sammenbringen der Losung von NaH,PO, mit Mononatriumurat 
einerseits und anderseits aus der Losung von Na,HPO, mit 
Harnsdure erhalten sollen. Die Versuche mit langer Schiittel- 
dauer ergaben folgendes: 

Harnsiiure mit LOosung von Na,HPO, (Versuch 6, die feste 
Phase war hier allerdings nur Mononatriumurat!) und also ist 
nicht sicher, ob diese LOsung auch mit Harnsiiure im Gleich- 
vewicht war). 

Harnsiiuregehalt 453,8 mg pro Liter; Diy == 6,99. 

Dasselbe: (Versuch 7, feste Phasen: Harnsiéure und Urat) 

Harnsiiuregehalt 692,4 mg pro Liter: Pi == 6,94. 

Sodann Mononatriumurat mit Lésung von NaH,PO, (Ver- 
such 8, Bodenkoérper: Harnsiiure und Mononatriumurat). 


Harnsiiuregehalt 210,8 mg pro Liter: Py so G10). 

Versuche mit kurzer Schiittelzeit: Harnsiiure mit Losung 
von Na,HPO, (Versuch 11, bei der kurzen Versuchsdauer hatte 
sich Mononatriumurat als Bodenkérper noch nicht deutlich 
gebildet). 

Harnsiiuregehalt 1,335 g pro Liter: Dy ot 7,50. 

Mononatriumurat mit L6sung von NaH,PO,: (Versuch 10, 
feste Phasen Harnséure und Mononatriumurat). 


') Wenigstens war mikroskopisch Harnsaéure nicht zu verkennen. 











394 W. E. Ringer, 


Harnsiuregehalt 208,0 mg pro Liter: Py a= 6.97. 

Man sieht also, daB bei kurzer Versuchsdauer noch vie! 
erheblichere Unterschiede in den von beiden Seiten erhaltenen 
Losungen, als bei lingerer Schititteldauer, auftreten. Doch sind 
auch in letzterem Falle die Unterschiede grofi. Es scheint also 
das System fiir die Untersuchung vom Standpunkte der hetero- 
genen Gleichgewichtslehre weniger geeignet. Die Gleichgewichts- 
einstellung erfolgt zu langsam, das Auftreten von Isomeren 
mit verschiedener Léslichkeit und anderseits die Gefahr der 
Zersetzung sind fiir die Untersuchung aufSerst erschwerend. 

Unter Zugrundelegung der Léslichkeitsbestimmungen der 
Harnsiiure von His und Paul und des Mononatriumurats 
von Gudzent kénnen wir die Zusammensetzung der Gleich- 
gewichtsldsung anniihernd berechnen, wenn wir fiir den 
Wasserstoffionengehalt eine bestimmte Annahme machen. 


Nehmen wir z. B. fiir Pia das Mittel von 6,94 und 6,10, also 


iy = 6,52, so werden wir wahrscheinlich nicht weit von der 
Wahrheit entfernt sein. Die Lésung ist gesittigt sowohl an 
Harnsiiure als an Mononatriumurat, deshalb muf die Konzen- 
tration des nicht dissoziierten Mononatriumurats, sowie der 
nicht dissoziierten Harnsdure gleich derjenigen in reiner Losung 
sein. Nach den Bestimmungen von His und Paul!) haben wir 
fiir Harnsiiure: Dissoziationskonstante K = 0,151 * 10-°, eine 
Molekel Harnsiiure ist bei 18° in 6640 Litern geldst, der 
Dissoziationsgrad ist 0,095. 

Nach den Bestimmungen von Gudzent haben wir fiir 
Mononatriumurat: Léslichkeit eine Molekel in 264 Litern; Disso- 
ziationsgrad a = 0,956. 

Fiir eine gesiittigte wasserige Harnsdurelésung ist also: 

ag OO ae (sem ‘ 0,095) 


esi ; _ - 
Das Léslichkeitsprodukt ist also lea * 0,095). der 
IOL 


: — ica ‘ 1 - 
nicht dissoziierte Teil der Harnsaure ist 6640 (1 — 0,095). 
i} 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 41. 
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Fiir das Mononatriumurat ist: 


1 | 1 . 
——. (] —-() 956) K = ( -X 0 956) 
264 \ / me 


Der nicht dissoziierte Teil ist O6h (1 —0,956), das Lés- 
20+ - 


. ere. . 
lichkeitsprodukt fiir Mononatriumurat t. x 0,956). 
-_ It 


Wenn nun die Lisung zugleich gesiittigt ist an Harn- 
siiure und an Mononatriumurat, so sind die Konzentrationen 
der nicht dissoziierten Teile gleich denjenigen der soeben ge- 
nannten wisserigen Losungen, weil die Loslichkeiten der nicht 
dissoziierten Teile immer dieselben bleiben (in verdiinnten 


— 0,095 
Ldosungen). Also fiir Harnsiure ae = 1,363 X 10-4 und 


fiir Mononatriumurat : a = 1,667 X 10-4, also zusammen 
3,030 X 10-4 Molekeln pro Liter. 
Die Aciditiét der Losung ist gegeben durch Diy = G52, 
d. h. die Wasserstoffionenkonzentratiou der Lésung ist 10—-®°°, 
Weil das Léslichkeitsprodukt fiir Harnsiure konstant sein mub, 
haben wir: 
0,099 \° — 
(Ga) a A 
worin [U] die Konzentration der Harnsiéureionen bezeichnet. 
Hieraus finden wir fiir [U] 6,776 * 10-*. Im ganzen haben wir 
also in Losung 3,030 * 10-4 + 6,776 K 10—-* = 9,806 X 10~-# 
Harnséuremolekeln pro Liter oder in Grammen 0,165 g. 
Dieses Resultat ist nicht allzuweit entfernt von dem experi- 
mentellen Befunde bei den Versuchen, wobei Mononatriumurat 
mit Lésungen von Mononatriumphosphat geschiittelt wurde. 
Den Na,O-Gehalt wollen wir anniahernd aus der Aciditit 





Ul}, 


und dem Harnsiéuregehalt berechnen. Die Aciditiit Diy == 6,52 
gibt uns zunachst die Menge Na,O, die als Phosphat anwesend 
sein mu’. Die Figur 2 gibt an, daf pro Liter 328 ccm NaOH 


0.1131 norm. bei einem P| = 52 bendtigt sind. Das gibt 
pro Liter etwa 0,0372 Aquivalente NaOH, also 0,0186 Mole- 
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kiile Na,O. Daneben ist Natriumurat gelést. Nehmen wir an, 
dafi neben Natriumurat nur nicht dissoziierte Harnsaure gelost 
ist, dann ist also 9,806 * 10~* — 1,363 & 10-* = 8,443 >< 10-+ 
die Anzahl Na-Atome pro Liter, als Urat gelést, also 4,222 X 10! 
Na,O-Molekiile. Zusammen 0,0190 Na,O-Molekiile pro Liter. 
Die Gleichgewichtsl6sung wire also gegeben durch folgende 
Zusammensetzung : 


Na,O 0.0190 Molekiile 

Harnsiiure 0,00098 > 

PO, 0.0146 » (P,0;-Gehalt pro Liter 2,076 g) 
H,O DD,Dd > 


Also auf eine Gesamtsumme von 100000 Molekeln: 34,2 Mol. 
Na,QO, 1,76 Mol. Harnsiure und 26,3 Mol. P,O,. 

Fiir die Loslichkeit der Harnsiiure in die reine Phosphor- 
sdurelOsung finden wir: 

Loslichkeit des nicht dissoziierten Teiles immer 1,363 < 
10-* Mol., Harnséureionenkonzentration in der Lésung (mit 
einer Wasserstoffionenkonzentration 10~*) 2,05 * 10—* also 
zu vernachliissigen. Auf eine Gesamtsumme von 100000 Molekeln 
0,245 Molekeln Harnsiiure. 

Folgende Tabelle gibt die Zusammensetzungen der End- 
ldsungen der obigen Versuche. Die Rechnung ist so durch- 
gefiihrt, dab zuerst aus der Aciditiit (pj) die Menge Na,O, die 
an Phosphorsiiure gebunden ist, berechnet ist, mit Hilfe der 
Figur 2, die die Aciditiit (pj#‘) von Phosphorsiurelésungen mit 
immer derselben P,O,-Konzentration (2,076 g pro Liter) und 
mit zunehmender NaOQH-Zugabe gibt. Dann wurde aus dem Harn- 
siiuregehalt berechnet, wie viel Na,O als Natriumurat gelést sein 
muff, unter der Annahme, daf die Harnsiiure als Mononatriumurat 
gelist ist bei den hier in Betracht kommenden Aciditaten. ') 
Wenn die Losung zugleich an Harnsiiure gesiittigt ist, so haben 
wir von dem Harnsiiuregehalt die Léslichkeit der nicht disso- 


‘) Wir kénnen im Allgemeinen von Aciditét einer Lésung reden, 
auch wenn sie nach dem gewéhnlichen Sprachgebrauch alkalisch genannt 
wird, wird doch die Wasserstoffionenkonzentration immer als Maf fiir 
die Reaktion verwendet werden kinnen, Siehe die Fufnote auf S. 346. 
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ziierten Harnsdure abgezogen (1,36 < 10~* Mol. Harnsiiure pro 
Liter). Weiter haben wir angenommen, dab 1 |! der Lisungen 
immer noch 1000 g Wasser enthiilt, was zwar nicht genau der 
Fall sein wird, aber womit sicherlich kein zu grofer Fehler 
gemacht wird.') Wenn als Bodenkérper nur Harnsiiure zu- 
gegen war, enthielt die Losung noch alles zugesetzte Na,Q, 
wir bringen es dann als Phosphat-Na,O in Rechnung. 
Tabelle II. 








a) 
° * 4 ee es > Z\ Sc ; Ss 4 yA { fF 
Aciditat [Molekiile] Mole- 2usammensetzung der 
tus kiil Endlésung in Molekeln 
er ; cd .. 
der End-|Na,O als} “~~ JaufeineGesamtsumme 
such] ).. , Na,9 lyon 100000 Molekeln Feste Phasen 
ldsung |Phosphat sie 
Nr. ae a n- 
PH pro Liter! Urat | Na,O | Harn P,O, 
3 siiure 6 
1 4,68 0,0146 | — | 26,27! 1,73 | 26,28 Harnsiure 
2 5,34 0.0150 — 26,97! 2,12 | 26.28 
3 6.36 0.0171 — | 30,80) 4,45 | 26,28 
4 6,58 0.0193 — 34.64 4,04 | 26,27 
i) 6.94 0,0235 ~~. 42.35 9.94 | 26,27 
6 6,99 0.0229 10,0013} 43,53. 4.86 | 26.27] Mononatriumurat 
~ 6.94 0.0221 0.00201 43.26) 7.41. 26.27 Mononatriumurat 
—- Harnsiiure 
8 6,10 0.0165 | 0.0006] 30.60 2.26 26,28 desgl. 
i) came 0.0146 — 26,22; 0,12 | 26.28 Harnsdure 
10 | 5.97 | 0.0161 [0.0006] 29.88 223 2628], ,,Harnsdure 
| ~+- Mononatriumurat 
11 7,30 0,0291 —~ 52.41 | 14,29 | 26,26 Harnsiiure 
12 6,59 0.0204 _- 36,61) 3.42 | 26,27 
13 | 11,74 0,0383 | 0,0018} 72,11 6.47 | 26,26] Mononatriumurat 

















Die molekulare Phosphorsiiurekonzentration ist gentigend 
konstant. Wir kénnen nun die Resultate in ein Diagramm ein- 
tragen. Dieses Diagramm ist dann wesentlich ein (Querschnitt 
des Tetraeders, miitels dessen das quaternére System Harn- 
siure, Natriumoxyd, Phosphorséureanhydrid und Wasser gra- 


1) Wir haben dies getan, weil die Analysen immer auf Volumina 
bezogen waren. Die spezifischen Gewichte der Lésungen wurden aber 
fiir diese Versuchsreihe nicht bestimmt. 
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phisch dargestellt werden kann. Der Querschnitt ist also fiir 
eine (konstante) P,O.-Konzentration von 26,27 Molekeln auf 
10000 Mol. angebracht. 

Wir haben nun ein gradwinkliges Tetraeder mit grad- 
winkliger Basis und zu einander senkrechten und gleichlangen 
Rechteckseiten angenommen. Senkrecht auf die Basis wird die 
Phosphorsiurekonzentration gemessen. Weiter werden die Kon- 
zentrationen der Komponenten Harnséure und Natriumoxyd durch 
die Liingen der Senkrechten auf die 2 vertikalen Seitenflachen 
des Tetraeders gemessen und das Tetraeder ist so gewihlt, 
daf} die Summe dieser 3 Senkrechten vermehrt um die Linge 
der Verlingerung einer derselben bis an die dem geraden Raum- 
winkel des Tetraeders gegentiberliegende Flache, welche also 
gleich der Liinge jeder der 3 den geraden Raumwinkel bil- 
denden Kanten, immer 100000 Einheiten ist. Ein mit der Basis 
paralleler Querschnitt ist also immer ein gradwinkliges Dreieck. 

Fiir unseren Zweck ko6nnen wir nun die Projektion der 
Punkte, die die Zusammensetzungen der Lésungen angeben, 
auf den Bases verzeichnen. In Figur 3 ist diese Basis an- 

Na, 0 


WEY ] 
(CCM 
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, 100000 Molekeln 


cegeben mit den 3 Eckpunkten Wasser, Natriumoxyd und Harn- 
siiure. Auf der Seite H,O—Harnsiiure werden Mischungen von 
Wasser mit Harnsiiure, auf der Seite Na,O—Harnsaure Mischungen 


von Harnsiiure und Natriumoxyd gegeben. 
Die Zusammensetzungen der Urate NaU . H,O undNaU - 2H,() 








Uber Ausscheidung von Harnsidure usw. 


359 


sowie des Quadriurats NaU - HU (unter der Annahme, dab dieses 
wasserfrei ist) sind in der Figur angegeben. Die Zusammen- 
setzung von NaU-H,O ist 50000 Molekeln HU (Harnsiiure), 
25000 Na,O und 25000 H,O; diejenige von NaU - 2H,O, 33333 
Molekeln HU, 16666 Na,O und 49998 H,O. Die Zusammen- 


setzung des Quadriurats 
fillt auBerhalb des Drei- 
ecks, sie ist 33333 Mole- 
keln Na,O, 133333 HU 
und 33333 H,O. 

Die in Betracht kommen- 
den Isothermen liegen dem 
Wasserpunkte sehr nahe. 
Deshalb ist in Figur 4 nur 
der fiir uns wichtige, sehr 
kleine Teil des Dreiecks 
nahe dem Wasserpunkte W 
verzeichnet. Dabei ist A 
die Zusammensetzung ') der 
mit Harnsiéure und Natri- 
umurat (NaU . H,O) gleich- 
zeitig im Gleichgewicht sich 
befindenden Losung. C ist 
die Loslichkeit der Harn- 
siure in der reinen Phos- 
phorséurelosung. Die Kur- 
ve CA ist also die Harn- 
siureloslichkeitskurve ; ei- 
gentlich also die Projektion 
der Schnittlinie der Harn- 
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siureloslichkeitsflaiche?) mit der Horizontalflaéche fiir unsere 


1) Also wesentlich die Projektion des Riumepunktes, der die Zu- 


sammensetzung angibt. 


*) Denn die Zusammensetzungen der mit Harnsiure in Gleich- 
gewicht sich befindenden Lisungen bilden zusammen eine Flache, wir 
haben nimlich 4 Komponenten, Temperatur und Druck konstant gegeben 
18° und Atmosphaérendruck) und zwei Phasen (Lésung und Harnsiure), 
also noch zwei Grade von Freiheit. 
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konstante gegebene P,O,-Konzentration. B gibt die Zusammen- 
setzung einer LOsung, mit Mononatriumurat in Gleichgewicht 
(Versuch 13). Die Kurve AB ist also die Projektion der Schnitt- 
linie der Mononatriumuratloslichkeitsfliiche mit der der Basis 
parallelen fiir unsere spezielle P,O.-Konzentration angebrachten 
Ebene. Das Feld HAC enthiilt an Harnsiure tbersattigte Lo- 
sungen oder Mischungen von Harnsiiure mit einer LOsung der 
Kurve CA; beim Ausfallen der Harnsiiure entfernt die Zusam- 
mensetzung der LOsung sich von dem Harnsiureeckpunkt d. h. 
nahezu horizontal. 

Das Feld MAH stellt alle an Harnséure sowie an Mono- 
natriumurat tibersiittigte L6sungen dar, bei Erreichung des 
Gleichgewichts kommt man zum SchluB immer in A; dabei 
scheiden sich sowohl Harnséure wie Mononatriumurat aus. 

Das Feld BAM enthilt an Mononatriumurat tibersiittigte 
Losungen. Beim Ausfallen dieses Salzes entfernt die Zusammen- 
setzung der LOsung sich vom Punkte, der die Zusammensetzung 
von NaU.H,O darstellt, also nahezu parallel MA. 

Links von den Linien CAB liegen ungesittigte LOsungen. 

Die Loslichkeitskurve des Quadriurats wird wahrscheinlich 
rechts von CAB liegen, weil die Loslichkeit dieses instabilen Salzes 
wohl gréBer als die des stabilen sein wird. Rechts von diese} 
nicht bekannten Kurve liegen an Quadriurat tibersattigte LOsungen, 
die beim Absetzen des Quadriurats sich vom Punkte NaU -. HU ent- 
fernen bis zur Erreichung der Loslichkeitskurve. Beim definitiven 
Gleichgewicht kommt man jedoch wieder auf die Loslichkeitskurve 
der Harnsiiure oder des Mononatriumurats aus. Die Linie A} 
muf} bei ihrer Fortsetzung auf die Loslichkeitskurve des Di- 
natriums stofen; der Schnittpunkt gibt wieder eine nonva- 
riante Losung, diesmal in Gleichgewicht mit Mono- und JDi- 
natriumurat. Diese Losung liegt aber im stark alkalischen 
Gebiete. Biologisch ist sie ohne Bedeutung und wir haben. 
weil die Untersuchung hier auch besondere Schwierigkeiten 
darbietet, diese hier nicht weiter verfolgt. 

Wenn die Sache sich also wie in der etwas schematischen 
Darstellung angegeben ist, verhiilt, so wiirde bei der genauen 
Bestimmung der Kurven CA und AB von jeder Lésung mit de! 
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gleichen Phosphorsiiurekonzentration und bei derselben Tem- 
peratur (18°) und demselben Druck (Atmosphiirendruck), was 
sich aus derselben absetzen mub und wieviel, sich voraussagen 
lassen. Leider ist uns diese genaue Bestimmung nicht gelungen 
und es fragt sich nun, welche Ursachen dafiir anzugeben seien. 

Auf die diuberst langsame Gleichgewichtseinstellung und 
anderseits auf die moglichen Zersetzungen ist schon oben hin- 
gewiesen und wir glauben darin die Ursache fiir die Unregel- 
miibigkeit der Ergebnisse suchen zu miissen. Zwar koénnte 
es sein, dah es verschiedene Loslichkeitslinien giibe fiir ver- 
schiedene Mononatriumurate, z. b. verschiedene Hydrate oder 
lsomeren. Bei kurzer Schtitteldauer hat man sicher mit der 
Lactam- und Lactimform zu rechnen. Bei liingerer Schiittelzeit 
ist aber nicht einzusehen, warum beim Zusammenbringen von 
NaU - H,O mit NaH,PO, einerseits und von HU mit einer Lésung 
von Na,HPO, (wie in den Versuchen) anderseits zum Schlub 
verschiedene Arten von Mononatriumurat als bodenkorper vor- 
handen sein sollten, umsomehr, weil die beiden LOsungen zum 
Schlu$8 zwar einen erheblichen Unterschied an Harnsiiurekon- 
zentration aufweisen, aber immer sehr verdiinnt und im tibrigen, 
was Aciditaét, Phosphorsiuregehalt, Natriumgehalt betrifft, doch 
gleich oder sehr idhnlich sind. 

In dieser Hinsicht ist merkwiirdig, da die Versuche, 
wobei Mononatriumurat mit Lésungen von NaH,PO, zusammen- 
gebracht wird, erstens dem oben berechneten Werte sich weit- 
aus am besten anschliefen, sodann aber, dafi hier der EinfluB 
der Schiittelzeit nur sehr gering ist. Bel einer Versuchsdauer 
von 9 Tagen wurde 210,8 mg Harnsiure pro Liter und pi = 
6,10, bei nur 3 * 24 Stunden Schiitteldauer wurde aber 208,0 mg 
Harnsiiure und pj} = 95,97 gefunden, also nur geringe Unter- 
schiede. Nehmen wir an, daf der richtige Wert fiir pF 6,03 
sei, so finden wir fiir den Punkt A eine Harnséureloslichkeit von 
0.0877 mg pro Liter. Wie dem auch sei, es scheint das Gleich- 
gewicht von dieser Seite ziemlich schnell erreicht zu werden. 
Harnsiure ist in Lésung von Na,HPO, zuerst stark ldslich 
(1,3 g¢ pro Liter in Versuch 11) und nur langsam nimmt die 
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Loslichkeit ab, hat also vielleicht nach 9 Tagen noch nicht 
ihren Endwert erreicht. Es kommt dabei nur sehr langsam 
zur Abscheidung des Mononatriumurats. Wenn der Lauf 
der Kurven in CA und AB in Figur 4 richtig ware, so_hiitte 
die Lésung 11, welche neben Harnsiiure nicht bestehen kann, 
zuerst Natriumurat abscheiden sollen (wobei ihre Zusammen- 
setzung parallel MA verschiebt), bis die Kurve BA erreicht 
wiire, sodann hiitte sie Na,O an die ungelidste Harnsiéure ab- 
geben und diese in Mononatriumurat umwandeln miissen, wobei 
ihre Zusammensetzung der Kurve BA entlang sich verschieben 
mu. Falls Harnsiiure in gentigender Menge vorhanden wiire, hatte 
zum Schluf die Gleichgewichtslésung A erreicht werden miissen, 
welche mit Harnsiiure und Mononatriumurat zugleich in Gleich- 
gewicht sein kann. In der Figur findet man die meisten der 
Punkte, die die Zusammensetzungen der Endlisungen darstellen. 
Versuch I fiillt gerade auf die Harnsiiureléslichkeitskurve. Alle 
anderen jedoch fallen sehr unregelmabig aus. Wenn die theoretisch 
konstruierten Kurven CA und AB richtig waren, so wiren die 
Losungen 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 11 und 12 alle iibersattigt an 
Harnsiiure oder Mononatriumurat und miibte sich eine von diesen 
oder beide absetzen, bis die Zusammensetzung der Losungen 
sich (parallel HA) bis auf die Kurve CA oder (parallel MA 
bis auf die Kurve BA) geiindert hitte. Zudem kénnen diese 
letzten L6sungen dann nicht neben Harnsiure bestehen, diese 
sollte sich also zuerst in Mononatriumurat umsetzen, und so 
kann, wie oben bei Versuch 11 gesagt, zuletzt die nonvariante 
Losung A tiberbleiben. 

In Versuch 6 war die Harnsiiure auch tatsichlich in Mono- 
natriumurat umgewandelt; hier hiitte sich also nur noch etwas 
Urat absetzen mussen. 

Auch aus der unregelmibigen Lage der Punkte sieht man 
leicht ein, dafs Gleichgewicht sicher nicht erreicht ist. Bei 
Versuch 11 wurde noch konstatiert, dah nach Filtration sich 
Urat absetzte. Die gréften Verzégerungen scheinen also auf- 
zutreten, wenn eine etwas alkalische Losung mit Harnsiure 
versetzt wird, wobei zuerst eine grobe Menge gelost wird, sodann 
aber nur sehr langsam als Urat wieder zum Vorschein kommt, 
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wihrend dann das Endgleichgewicht nicht erreicht werden kann, 
ohne dab storende Zersetzungen eintreten. 

Versuch 1 kommt wohl zufiillig auf die Kurve CA. In 
Versuch 9 dagegen wiire eine nicht gesiittigte LOsung entstanden. 

Man sieht, wie schwierig dieses Harnsiure-Natriumoxyd- 
Phosphorsiure-Wassersystem sich vom Standpunkt der hetero- 
genen Gleichgewichtslehre endgiiltig deuten labt. Jedoch glauben 
wir, dafi die Figur 4 doch eine, sei es auch annihernde, 
Ubersicht der Sachlage gibt. 

Das Diagramm gilt nur fiir die genannte Phosphorsiiure- 
konzentration. Andert sich diese, so werden die Kurven CA 
und AB verschoben. Nun schwankt der Phosphorsiiuregehalt 
zwischen ziemlich weiten Grenzen im Harn, aber bleibt doch 
immer in derselben Ordnung, sodaf die Kurven, weil der ge- 
wiihlte Phosphorsauregehalt einen Mittelwert darstellt, auch 
die mittleren Verhiltnisse darstellen (jedoch haben die im Harn 
anwesenden Salze wie Natriumchlorid auch einen Einflub auf 
die Loéslichkeitsverhiiltnisse, dazu kommt vielleicht in vielen 
Fiillen noch ein Einflufi von kolloidalen Bestandteilen). 


Loslichkeitsversuche im System Harnsiiure- 


Natriumoxyd-Wasser. 


Zur weiteren Untersuchung iiber das Auftreten und den 
Existenzgrenzen von Harnsdure und den Uraten haben wir 
eine Reihe von Loslichkeitsversuchen im System Harnsiiure- 
Natriumoxyd-Wasser, also ohne Phosphorsiiure, ausgeftihrt. 

Dazu wurde wieder die von Kahlbaum bezogene Harn- 
siiure verwendet. Als NatriumhydroxydloOsung wurde eine 0.8804 
normale Lésung von Mercks Natriumhydroxyd pro Analysi e 
natrio in kohlesiurefreiem Leitfihigkeitswasser verwendet. 

Schon bei den Verversuchen zeigte sich auch hier, daf 
die alkalischen LOsungen verhialtnismabig grobe Mengen Harn- 
siure zu lOsen vermdgen und dafi die Losungen nur langsam 
das Endgleichgewicht erreichen. Alle Versuche wurden wieder 
bei 18° ausgefiihrt und es wurde im Mittel 14 Tage im Ther- 


mostaten geschittelt. 
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Es wurden gewogene Mengen Harnsiiure mit gewogenen 
Wassermengen, sodann mit gemessenen Natronlaugemengen ver- 
setzt, die Flaschen mit Gummistépseln und Gummikappen ver- 
schlossen. Nach Ablauf der Schiittelzeit wurde mit dem schon 
beschriebenen Apparate im Thermostaten filtriert und im Fil- 
trate die Harnsiiure nach Kjeldahl bestimmt; das Natriumoxyd 
wurde meistens in der Weise bestimmt, dafi die LOsung mit 
konzentrierter Salzsiiure versetzt wurde: nach 24 Stunden wurde 
von der Harnsiiure abfiltriert, diese bis zam Verschwinden der 
Chlorreaktion ausgewaschen, das Filtrat zur Trockene einge- 
engt, bis zur beginnenden Rotglut erhitzt, nach Abkiihlung mit 
einem Tropfen Salzsiiure versetzt und noch einmal gelinde er- 
hitzt. Es zeigte sich, dab der Verdampfungsriickstand der kleinen 
zugefiigten Salzsiiuremengen zu vernachliissigen war. Hier folgt 
die niihere Beschreibung der wichtigsten Versuche. 

Versuch 1. 0.5922 ¢ Harnsiiure, 139,15 g Wasser und 0.883 ccm 
NaOH. Das spezifisehe Gewicht der Natronlauge war 1,059 bei Zimmer- 
temperatur. In O,883 com befinden sich 0,883 «* 04402 0,062 g Na,O 

0.0241 ¢. Also ist der Wassergehalt 0,883 * 1.039 — 0,0241 = 0,8931 ¢. 
Also zusammen 140.04 ¢ Wasser. Die molekulare Zusammensetzung der 
Ausgangsmischung ist also auf eime Gesamtsumme von 100000, 5 Mo- 
lekeln Na,O und 30,0 Molekeln Harnsaéure, daneben 99965 Molekeln Wasser. 

Nach Ablauf der Schiittelzeit bestand die feste Phase nur aus Harn- 
siiure. Die Analyse der Lésung ergab 0,9556 g Harnsiure pro 1000 g 
Losung. (Zur Kjeldahlbestimmung wurden 34,175 g Lésung verwendet, 


zugeliigt 8.11 eem H,SO, [n = 9.2923], zuriicktitriert 12,77 ccm NaOH 
In == 0,1258).) Weiter gaben 55,910 g Lésung 0,0116 g NaCl, also pro 


1000 g O1715 g Na,O. Die molekulare Zusammensetzung der Endlésung 
ist also 10,25 Molekeln Harnsiiure, 4,98 Molekeln Na,O und 99984,77 Mo- 
lekeln Wasser. 

Versuch 2. 08922 ¢ Harnsiiure, 159.31 ¢ Wasser, 0.89 com NaOH. 
Also 0,8922 g Harnséure, 0,02485 ¢ Na,O und 140,21 ¢ H,O oder in Mo- 
lekeln 30 Mol. Harnsiure, 5 Mol. Na,O und 99965 Mol. H,0. 

Analyse der Endfliissigkeit: 35,005 g, 10 eem H,SQO,, 17,08 ccm NaOH, 
pro 1000 g 0.95016 g Harnsiure, 32,990 g gaben 0,0105 g NaCl, pro 1000 g 
O,1688 g¢ Na,O. Also 10,19 Mol. Harnsaure, +,906 Mol. Na,O und 99984,9 Mol. 
H,O. Feste Phase nur Harnsiiure. 


Versuch 3. 0.9835 g Harnsiiture, 134,157 g H,O, 1,66 ccm NaQH- 


Losung, also 135,84 g H,O und in Molekeln 77,5 Mol. Harnsiure und 
W.67 Mol. Na,O. 
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Analyse der Endfliissigkeit: Harnsiiurebestimmung: 33,41 g Lisung, 


g 
20,33 com H,SO,, 36,74 ccm NaOH, 1,706 g Harnsiure pro 1000 g Lisung. 


Na-Bestimmung : 32,135 g Lisung. 0.0266 g NaCl, pro 1000 ¢ Lisung 0,439 g 
Na,O. In Molekeln 18.3 Mol. Harnsiiure und 12,76 Mol. Na,O. Feste 
Phase nur Harnsiure. 

Versuch 4. 0.5230 g Harnsiiure, 138,24 g H,O, 1.77 ccm NaOH- 
Lisung, also zusammen 140,03 g Wasser: in Molekeln 39,97 Mol. Harn- 
siure, 10,01 Mol. Na,O. 

Analyse der Endfliissigkeit: Harnsiiurebestimmung: 35,096 g Lisung, 
18,07 ccm H,SO0,, 30,09 ceom NaOH, pro 1000 g Lésung 1,826 g Harnsiure ; 
Na-Bestimmung: 33,160 g Lésung gaben 0,0280 g Na,SO,, pro 1000 g 
Losung 0,3687 g Na,O. In Molekeln 19,6 Mol. Harnsiiure und 10,73 Mol. 
Na,O. Feste Phase nur Harnsiure. 

Versuch 5. 0,6557 g Harnsiiure, 137,32 g Wasser, 2.64 ccm NaQOH- 
Losung, also zusammen 159,99 ¢ Wasser. Auf eine Gesamtsumme von 
100000 Molekeln 49,97 Mol. Harnsiure und 14,93 Mol. Na,O. Feste Phasen: 
Harnsdéure und feine Nadeln. 

Analyse der Endiliissigkeit: Harnsiurebestimmung: 34,818 g Lisung, 
15,02 ccm H,S0,, 24,49 com NaOH, 1,608 g Harnséiure pro 1000 g Lisung. 
Natriumbestimmung: 30,610 g Lésung gaben 0,0166 g NaCl. In Molekeln 
17,25 Mol. Harnséure und 8,36 Mol. Na,O. 

Versuch 6. 0,6537 g Harnsiéure, 136,411 g Wasser, 3,54 ccm Natron- 
lauge, zusammen 139,99 g Wasser, in Molekeln: 49,97 Mol. Harnsiiure 
und 20,02 Mol. Na,0O. 

Analyse der Endfliissigkeit: Harnséurebestimmung: 35,435 g Lésung, 
9.98 ecm H,SO,, 15,69 ccm NaOH, pro 1000 g Lésung 1,137 g Harnsiure. 
Natriumbestimmung: $2,455 g Lisung gaben 0,0146 g NaCl, pro 1000 g 
0.2385 g Na,O. Also in Molekeln 12,17 Mol. Harnsiure und 6,93 Mol. Na,O. 
Feste Phasen: ein wenig Harnsiure, aber hauptsiichlich feine Nadeln, 

Versuch 7. 0.6537 g Harnsiiure, 135,636 g Wasser, 4,42 ccm NaOH, 
also zusammen 140,11 g Wasser. Molekulare Zusammensetzung: 49,93 Mol. 
Harnsiiure und 24,98 Mol. Na,Q. 

Analyse der Endfliissigkeit: Harnsiurebestimmung: 33,953 g Lisung, 
15,08 com H,SO,, 30,88 ccm NaOH, pro 1000 g Lisung 0,6873 g Harnsiiure. 
Natriumbestimmung: 38,433 g Lisung gaben 0,0142 g Na,SO,, pro 1000 g 
Lisung 0.1614 g Na,O. Also 7,57 Mol. Harnsiéiure und 4,69 Mol. Na,Q. 
Feste Phase: nur feine Nadeln. 

Versuch 8. 0.6537 ¢ Harnsiure, 133,72 g Wasser, 6,18 ccm NaOH- 
Lésung, zusammen 159,97 g Wasser, Also 49,98 Mol. Harnsiiure und 
34,96 Mol. Na,O. 

Analyse der Endfliissigkeit: 35,44 g Lésung, 8,47 ccm H,SO,, 11,40 ccm 
NaOH, also pro 1000 g Lésung 1,247 g Harnséure. Natriumoxydbestimmung : 
33.353 ¢ Liésung gaben 0.0352 g NaCl oder 0,5598 g Na,O pro 1000 g Lé- 
sung. Auf 100000 Molekeln 13.37 Mol. Harnsiure und 16,27 Mol. Na,O. 
Feste Phase: feine Nadeln 
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Versuch 9. 1.6898 g Harnséure, 149,40 g Wasser, 8,595 ccm Natron- 
lauge, zusammen 158,05 ¢ Wasser. Auf 100000 Molekeln 114.3 Mol. Harn- 
siure und 42,81 Mol. Na,O. 

Analyse der Endfliissigkeit: Harnséurebestimmung: 31,963 g Lésung, 
19.98 com H,SO,, 39,77 com NaOH, pro 1000 g Losung 1,152 g Harnsaure, 
Natriumbestimmung: 34,565 g gaben 0,0197 g NaCl oder 0,3022 g Na,O 
pro 1000 g Lésung. Auf 100000 Molekeln 12,36 Mol. Harnsiure und 
&.78 Mol. Na,O. Feste Phasen: Harnsiure, kleine Kugeln mit anscheinend 
radiirer Struktur, wenig feine Nadeln. 

Versuch 10. 2.2210 g Harnsiiure, 146,864 ¢ Wasser, 18,76 ccm 
Natronlauge, also zusammen 163,83 ¢ Wasser. Auf 100000 Molekeln 
143.1 Mol. Harnsiiure und 89,44 Mol. Na,O. 

Analyse der Endfliissigkeit: Harnsiurebestimmung: 32,995 g Lésung, 
20,04 com H,SO,, 385,28 ccm NaOH, pro 1000 g 1,853 g Harnsiure. Natrium- 
bestimmung: 41,155 g Lésung gaben 0,0803 g NaCl, also 1,035 g Na,O 
pro 1000 g Lésung. Auf 100000 Molekeln 19.89 Mol. Harnsiiure und 
S011 Mol. Na,O. Feste Phase: feine Nadeln. 

Versuch 11. 2.4230 ¢ Harnsiiure, 137,227 ¢ Wasser und 24.58 ecm 
Natronlauge, also zusammen 162,09 ¢ Wasser. Auf 100000 Molekeln 
159.6 Mol. Harnsiure und 119.9 Mol. Na,O. 

Analyse der Endfliissigkeit: Harnséiurebestimmung: 31,860 g Lésung, 
20,14 cem H,SO,, 27,58 com NaOH, auf 1000 g Lésung 3,273 g Harnsiure. 
Natriumbestimmung: 40,495 g gaben 0,1540 g NaCl oder 2,016 g Na,O auf 
L000 ¢ Lésung. Auf 100000 Molekeln 35.21 Mol. Harnséure und 358,79 Mol. 
Na,Q. Feste Phase: feine Nadeln. 

Versuch 12. 2,5616 g Harnsiéure, 129,203 g¢ Wasser, 26,60 ecm 
Natronlauge, also zusammen 156,10 g Wasser. Auf 100000 Molekeln 
161.6 Mol. Harnsiiure und 134,6 Mol. Na,O, 

Analyse der Endfliissigkeit: Harnsiurebestimmung: 32,610 g Lésung, 
25.06 ccm H,SO,, 34,03 ceom NaOH-Lésung, also pro 1000 g Lésung 3,965 g 
Harnsiure. Natriumoxydbestimmung: 26,110 ¢ Lésung gaben 0,1541 g NaC] 
oder 2,723 ¢ Na,O pro 1000 ¢ Lésung. Auf 100000 Molekeln 42,70 Mol. 
Harnsiiure und 79,50 Mol. Na,O. Feste Phase: feine Nadeln. 

Versuch 13. 1,438 g Harnsiiure, 105,332 ¢ Wasser, 35,39 cem Natron- 
lauge, also zusammen 141,13 g¢ Wasser. Auf LOQUOO Molekeln 108,7 Mol. 
Harnsiure und 198,1 Mol. Na,O. 

Nach 14 Tagen hatte sich aus der klaren Anfangslésung noch nichts 
abgesetzt. Wenn also die Ubersittigung an Mononatriumurat nicht zu 
stark ist, sieht man auch wieder an diesem Beispiel, wie leicht die Aus- 


fillung ganz und gar ausbleibt. 

Versuch 14. 2.5208 g¢ Harnséure, 125,189 g Wasser. 39,76 com 
Natronlauge, also zusammen 165,42 g Wasser. Auf 100000 Molekeln 
162.7 Mol. Harnsiure und 189,8 Mol. Na,O. 

Analyse der Endfliissigkeit: Harnsiiurebestimmung: 28,94 g Lésung, 
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25,08 ccm H,SO,, 24,40 com NaOH, pro 1000 g Lésung 6,221 g Harnsiiure. 
Natriumoxydbestimmung: 27,935 g Lésung gaben 0,2605 g NaCl oder 4,9-+4 g 
Na,O pro 1000 g¢ Lésung. Auf 100000 Molekeln 67,23 Mol. Harnsiiure 
und 144,8 Mol. Na,O. Feste Phase: feine NadelIn. 

Versuch 15, 2.2880 g Harnsdure, 97,87 g Wasser, 44,18 ccm NaQOH- 
Lésung, also zusammen 142,56 g Wasser. Auf 100000 Molekeln 171.2 Mol. 
Harnsiure und 244,5 Mol. Na,O. 

Analyse der Endfliissigkeit: Harnsiiurebestimmuneg: 31,940 ¢ Lésung, 
36,85 ccm H,SO,, 21,97 com NaOH, pro 1000 g Lésung 10.560 ¢ Harnsiiure. 
Natriumoxydbestimmung: 386,235 g Lésung gaben 0,5031 ¢ NaCl oder 
7,361 g Na,O pro 1000 ¢ Losung. Auf LOO000 Molekeln 114,8 Mol. Harn- 
siiture und 217,4 Mol. Na,O. Feste Phase: feine Nadeln. 

Versuch 16. 2.4840 & Harnsiiure, 85,89 ¢ Wasser. 53.01 cem Natron- 
lauge, also zusammen 139,51 g Wasser. Auf 100000 Molekeln 189.7 Mol. 
Harnsiiure und 299,6 Mol. Na,O. 

Analyse der Endfliissigkeit: Harnsiiurebestimmung: 34,008 ¢ Lésung, 
39,24 ccm H,SO,, 29,26 com NaOH-Lésung, pro 1000 g Lésung 9,658 g 
Harnséure, Natriumoxydbestimmung: 34,288 g Loésung gaben 0,5690 g NaCl 
oder 8,800 g Na,O dove L000 ¢ Lésung. Auf LOQOO0O Molekeln 105,0 Mol. 
Harnsaure und 2 13 Mol. Na,O. Feste Phase: feine Nadeln. 

Versuch 17. 2,942 g + Tnceiattei. 76,09 ¢ Wasser, 61,84 ccm NaOH, 
also zusammen 139,15 ¢ tiwate Auf 100000 Molekeln 225,1 Mol. Harn- 
siure und 350.2 Mol. Na,O. 

Analyse der Endfliissigkeit: Harnséiurebestimmung: 50,638 ¢ Lésung, 
34,97 com H,SO,, 24,30 com NaOH, auf 1000 g Lésung 9,856 g Harnsaure. 
Natriumoxydbestimmung: 56,388 g Loésung gaben 0,6802 g NaCl oder 9,910 g 
Na,O pro 1000 ¢g Lésung. Auf 100000 Molekeln 107,2 Mol. Harnsiéiure 
und 292.4 Mol. Na,O. Feste Phase: Nadeln. 

Folgende Tabelle III] gibt eine Ubersicht iiber die mole- 
kularen Zusammensetzungen der Ausgangsmischungen und der 
erhaltenen fliissigen Phasen. Diese Zusammensetzungen sind 
also so angegeben, dai die Summe der Molekeln Harnsiiure, 
Natriumoxyd und Wasser immer 100000 betriigt. Die Anzahl 
der Wassermolekeln ist nicht angegeben. 

Die feste Phase, aus feinen Nadeln bestehend, mul we- 
sentlich Mononatriumurat sein. Eine Eigentiimlichkeit war, dab 
diese Nadeln oft zu kugeligen oder klumpigen Massen vereinigt 
waren. Die kleinen Kugeln von Versuch 9 bestanden vielleicht 
aus dem zweiten von Baumgarten’) gefundenen Hydrat. Bei 
diesen Versuchen war kein Quadriurat aufgetreten, mit Wasser 


') Siehe Einleitung, S. 334. 
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wurde nirgendwo Harnsiurekrystaéllchenbildung beobachtet. Bei 
den 4 ersten Versuchen war nur Harnsiiure als Bodenkoérper 
anwesend. 
Tabelle III 
der Loslichkeitsversuche im System Harnsiiure-Natriumoxyd- 
Wasser. 











Ausgangs- Erhaltene fliissige 
mischungen. Phasen. 
Ver- | Auf eine Gesamt- Auf eine Gesamt- 
summe von Ssumme von 
such 100000 Molekeln 100000 Molekeln Feste Phasen 





cs, . 

Nr. | Molekeln | Molekeln| Molekeln | Molekeln 
- Natrium- - Natrium- 

Harnsdure — oxyq_ fHarnsdure oxy 














1 30,0 5,0 10,25 4,98 Harnsaure 

2 30,0 5,0 10,19 | 4,91 > 

3 77.5 | 9,67 18,30 12.76 

4 39.97 10,01 19.60 10,73 

5 49.97 14.93 17.25 — 8.36 Harnsdéure und Mono- 
| natriumurat 

6 49.97 | 90.02 12.17 6.93 | Sehr wenig Harnsiure. 
| viel Mononatriumurat 

7 49,93 24,98 7,37 4,69 Mononatriumurat 

8 49,98 34,96 13,37 16,27 


Harnsiiure u. kleine Ku- 
0 114,30 42.81 12,36 8,78 | geln mit Radiarstruktur, 
wenig feine Nadeln 











10 143,10 89.44 19.89 30.11 Mononatriumurat 
11 159.60 119.90 35,21 58,79 

12 161,60 134,60 42,70 79,50 

13 108,70 198,10 108.70 198,10 — 

14 162,70 189,80 67,23 144,80 Mononatriumurat 
Li 171,20 244,50 114,80 217,40 

16 189,70 299,60 105,00 | 259,30 

17 225,10 350,20 107.20 292,40 > 


Die Resultate sind sodann graphisch in Figur 5 und 6 
eingetragen. Wir haben zu diesem Zweck wieder gradwinklige 
Dreiecke verwendet, die Seiten am geraden Winkel sind 100000 
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Einheiten lang. Der Harnsauregehalt wird auf der horizontalen 
Seite des geraden Winkels, der Natriumoxydgehalt auf der ver- 
tikalen abgemessen. 
Den Wassergehalt | | ee 
findet mandurch Ver- | a 
lingerung bisan die = yy__ a ™ 
Hypotenuse der ho- rs sais 
rizontalen oder verti- rig 8 ae 
kalen, durch den be- a fi “i 
treffenden Punkt ge- | / we 
henden Linie. In den | me 
Figuren ist nur der + Salli 
sehr nahe am Was- / > 
serpunkte gelegene a La 
Teil angegeben. Um all a 
die Versuche mit nie- | / y. van 
drigem Na,O-Gehalt “39——__/ -_.-s~ 
deutlicher ans Licht = oe 8 
treten zulassen,sind “ | Ye wae 
diese in Figur 5et- “S —— / > —_ 
was grofer angege- aad 
ben. Die Endlosungen pe M.n-ay 
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Die Zusammensetzungen der Ausgangsmischungen und der End- 
lOsungen sind durch gebrochene Linien verbunden. Die Richtung 
dieser Verbindungslinien gibt an, welche festen Phasen zur 
Abscheidung gekommen sind. Bei der verwendeten graphischen 
Darstellung wird sich beim Absetzen irgend einer Phase die 
Zusammensetzung von dem Punkte, der die Zusammensetzung 
dieser Phase angibt, entfernen. 

Wenn Harnsiiure zur Abscheidung kommt, wird sich also 
die Zusammensetzung der LOsung vom Eckpunkte, der Harn- 
siiure darstellt, entfernen. Weil dieser Punkt in grober Ent- 
fernung liegt, wird die Verschiebung nahezu horizontal sein. 
Wir sehen denn auch in der Figur 5 eine solche horizontale 
Verschiebung bei den Versuchen 1 und 2. Bei 4 und etwas 
mehr in 3 neigen die Linien etwas zur Abszisse, was Ana- 
lvsenfehler zugeschrieben werden mub, die Natriumoxydbestim- 
mungen mit diesen sehr kleinen Konzentrationen kénnen leicht 
etwas zu hoch ausfallen. Jedenfalls sind die Abweichungen 
nur sehr klein. 

Die mikroskopische Betrachtung der Bodenkorper gab bei 
Versuch 5 neben Harnsiiure auch Mononatriumurat, bei Ver- 
such 6 war die Harnsiiure nahezu verschwunden. In der Figur 
sehen wir denn auch die Geraden 5—d‘ und 6—6' in Zu- 
nehmendem Mabe gegen die Abszissenachse neigen. Bei Ver- 
such 7 ist in Ubereinstimmung damit, daB der Bodenkirper 
nur aus Mononatriumurat bestand, die Verschiebung 7—7’ 
parallel der Richtung NaU - H,O0 — H,O in Figur 3. 

Man kann aus der Verschiebung nicht iiber die Anzah! 
Krystallwassermolekiile schlieBen, weil alle Hydrate desselben 
Salzes auf derselben durch den Wasserpunkt gehenden Geraden 
liegen; aber sehr wahrscheinlich ist das hier auftretende Hydra! 





das mit einem Wassermolekiil. 

Bei Versuch 9 war neben Urat noch etwas Harnsiiure 
zugegen, man sieht auch in der Figur 6 die Richtung der 
Linie 9—9 etwas mehr in horizontaler Richtung, als mit dem 
Absetzen von nur Mononatriumurat tibereinstimmt. 

Die weiteren Versuche, wobei immer nur Urat sich ab- 
gesetzt hatte, geben alle parallele Verschiebungen, woraus sich 











: - _ 
Uber Ausscheidung von Harnsiiure usw. Od] 


ergibt, dafi bis an Versuch 17 der Bodenkoérper nur Mono- 
natriumurat war. Bei Versuch 17 war die Reaktion der Losung 
natiirlich stark alkalisch, wir haben denn auch die Versuche 
in dieser Richtung nicht weiter fortgesetzt, weil schon liingst 
Losungen von einer Alkalitét, wie sie niemals im Organismus 
vorkommen, erhalten waren. Man wiirde bei Erhdhung des 
Natriumoxydgehalts wahrscheinlich bald auf die Loslichkeitskurve 
des Dinatriumurats stofen. 

Man sieht nun aber aus der Figur 6, dah die Verzoge- 
rungen im allgemeinen hier nicht zu grofi sind: Versuch 13 
hat zwar keine Bildung von Mononatriumurat gegeben, was 
sicher der Fall hiitte sein miissen. Auch in Versuch 15 ist, 
wie man leicht in der Figur sieht, kein Gleichgewicht erreicht, 
obgleich wohl der gréfte Teil des Urats sich abgesetzt hat. 
Im tbrigen ist aber ein Stiick der Léslichkeitskurve des Mono- 
natriumurats anscheinend ziemlich genau bestimmt?!) und man 
sieht, dafi diese Kurve sich bis zu sehr kleinen Natrium- 
oxvdgehalten ausdehnt. Zum Schluf} muh sie sich an die 
Harnsiureléslichkeitskurve anschlieben, welche aber duberst 
klein ist. Diese letztere endet in der Dreieckseite H,O — HU 
in dem Loslichkeitspunkt der Harnsiiure in reinem Wasser. 
Weil nach His und Paul eine Grammolekel Harnséure sich 
in 66401 Wasser lost, so ist, auf 100000 Molekeln berechnet, 
diese Loéslichkeit 0,271 Molekel Harnsiiure. 

Wenn wir die Figur 7 betrachten, so sehen wir, dab, 
falls H,O — A die Harnsaurelislichkeitskurve schematisch dar- 
stellt, Punkte in dem Dreieck A—H,O—HU entweder Mi- 
schungen von Harnsiure und Losungen der Kurve H,O — A 
oder an Harnsiéiure iibersiittigte Lo6sungen darstellen. Punkte 
im Dreieck A—NaU-H,O—HU dagegen stellen entweder 
Mischungen aus Harnsiiure, Mononatriumurat und Losung A, 
oder an Harnsiure und Mononatriumurat beide_ tibersiittigte 
Losungen dar. Es ist aber leicht einzusehen, dal es hier bei 
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') Es ist allerdings nicht unwahrscheinlich, daf\ alle Harnsiure- 
gehalte zu hoch gefunden seien, haben wir doch die Loéslichkeit der 
Harnsaure in Dinatriumphosphat auch immer viel hoher als die von 


Mononatriumurat in Mononatriumphosphat gefunden. 
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Verzogerungen zum Absetzen von Harnsiure allein kommen 
kann. Eine Losung P z. B. wird zuerst Harnsiure absetzen. 
weil diese etwa schon zugegen war, dabei entfernt sich die 
Zusammensetzung vom Punkte HU, bleibt das Absetzen von 
Mononatriumurat aus, so wird zum Schluf die Verliingerung der 
Harnsiureloslichkeitskurve H,O — A erreicht. Diese Lésung ist 
dann neben Harnsiiure eigentlich nicht existenzfiihig, letztere 
muf in Urat umgewandelt werden, wobei Harnsaure in Losung 
geht und die Kurve AB oder der Punkt A erreicht wird. Ist 
die Entfernung von A aber nicht zu grof, so scheint leicht die 
Umwandlung in Urat auszubleiben. 


Na, 0 
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Bei den Versuchen 1 und 2 vielleicht, aber sicher be! 
Versuch 3 ist das Absetzen von Mononatriumurat ausgeblieben. 
obgleich es hiitte stattfinden miissen. Bei Versuch 5 haben 
heide Bodenkérper sich abgesetzt, jedoch ist hier sicher nicht 
das Endgleichgewicht erreicht, auch nicht ganz bei 6 und 9. 
Ks schien also ziemlich aussichtslos, die mit Harnsiiure und 
Mononatriumurat gleichzeitig sich in Gleichgewicht befindende 
Losung einigermaben genau zu bestimmen, zumal weil bei 
lingerer Schiitteldauer sich die Zersetzung besonders bei diese! 
kleinen Harnsiiuregehalten merklich macht. Wir kénnten auch 
hier diese Lésung wieder anniihernd berechnen. 

Jedenfalls ist auch hier keine Léslichkeitskurve fiir das 
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Quadriurat aufgetreten, und ist diese also nicht stabil. Weil 
Mononatriumurat in Wasser ohne Zersetzung léslich ist, wird 
man vom Punkte H,O in der Richtung NaU.H,O gehend zuerst 
auf die Kurve AB stofen und nicht das Gebiet H,O — A — HU 
durchwandern, weil, wenn dies der Fall wiire, Zersetzung des 
Urats in Loésung und Harnsiiure stattfinden miifite. In der 
schematischen Figur 7 ist dies nicht der Fall. Wenn aber das 
Harnsiuregebiet A—H,O—HU auberst klein ist, und das 
ist es gewih, koénnte es wohl sein, daf dann, weil die Gerade 
A —NaU-H,0O fast identisch mit H,O—NaU-H,O ist, die 
‘iuberst geringe Harnsiureabscheidung niemals zustande kommt. 
Man k6nnte nun versuchen, den Punkt A zu bestimmen durch 
Zusammenbringen von Mononatriumurat, Harnsiiure und Wasser. 
Es hat sich aber gezeigt, dafi selbst bei Gegenwart der Boden- 
korper, welche zur Abscheidung kommen missen, doch noch 
Gleichgewicht langsam eintritt. Siehe z. Bb. Versuch 15. Wir 
hahen denn auch diese Sache nicht weiter verfolgt. 


Versuche mit Di- und Trinatriumphosphat. 


Vor der Beschreibung der Versuche mit Kaliumurat wollen 
wir erst noch etwas tiber Loslichkeitsversuche von Harnsiure in 
Losungen von Natriumphosphaten verschiedener Konzentration 
mitteilen. Obwohl es keineswegs unsere Aufgabe war, das ganze 
t-komponentige System Harnsiiure-Natriumoxyd-Phosphorsiiure- 
Wasser zu untersuchen, weil das physiologisch ganz ohne Be- 
deutung sein wiirde, haben wir doch noch die Loslichkeit der 
Harnsiiure in L6sungen von Na,HPO, und Na,PO, zunehmender 
Konzentration untersucht. Wenn man bei bestimmter Tempe- 
ratur und bestimmtem Druck (18° und Atmospharendruck) ar- 
beitet, hat man noch 4 Freiheitsgrade tibrig. Also wird von 
+ Phasen ein nonvarianter Komplex gebildet. Es gibt aber 
eine ganze Reihe von Loésungen, die sich in Gleichgewicht mit 
zwei festen Phasen, z. Bb. Mono- und Dinatriumurat befinden. 
Es wurde denn auch gefunden, dafi beim Zusammenbringen von 
Harnsiiure und Liésungen von Na,HPO, bei zunehmender Kon- 
zentration sich immer mehr festes Dinatriumurat bildet. 
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Zu den Versuchen wurde wieder das niimliche Harn- 
siiurepriiparat von Kahlbaum verwendet. Die Natriumphos- 
phate waren gleichfalls von Kahlbaum bezogen. 

Ks wurden 2 Losungen des Dinatriumphosphats dargestellt. 
Die eine enthielt etwa 80g pro Liter, die andere 166 g. Letztere 
war bei Zimmertemperatur etwas tbersiittigt. Wenn sich aber 
Salz ausgeschieden hatte, wurde die LOsung ein wenig erwiirmt. 
Von diesen beiden Losungen wurden Analysen gemacht: die 
Phosphorsiiure sowie der Natriumgehalt wurde bestimmt. Bei 
den Harnsiiureléslichkeitsversuchen wurde der Harnsiiuregehalt, 
nicht aber der Phosphorsiiuregehalt bestimmt, weil dieser sich 
nicht iinderte, die festen Phasen sind immer phosphorsiurefrei. 
Die Phosphorsiiurebestimmungen in den AusgangslO6sungen wur- 
den mittels der Magnesiumpyrophosphatmethode ansgefiihrt.!) 

Kiir die Natriumoxydbestimmungen mufte die Phosphor- 
siiure entfernt werden. Dies wurde zuerst mit Ferrichlorid und 
Ammonacetat versucht. Weil es aber auf Genauigkeit ankam, 
gab das Auswaschen des grofen Eisenniederschlages Schwierig- 
keiten. Darum wurde spiiter die Phosphorsiiure mittels einer 
Losung von reinstem bleiacetat (Kahlbaum) unter Zugabe 
einer geringen Menge Bleicarbonat (selbst hergestelltes, voll- 
kommen ausgewaschenes) gefillt. Das Filtrat wurde mittels 
H,S von Blei befreit und nach Zugabe reinster Salzsiiure ein- 
geengl. 

‘) Die Phosphorsiéiurebestimmung ist in den letzten Jahren wieder 
von einigen Forschern in Angriff gnnommen. Siehe z. B. Jirvinen, Zeit- 
schrift f. analyt. Chemie, Bd. XLII (1904), S. 279. Weiter ibidem, Bd. XLIV 
(1905), S. 333; ibidem, Bd. XLV (1906), S. 512. B. Schmitz. Von einigen 
Forschern wird empfohlen, nur bei hoherer Temperatur zu fallen. Wii 
haben sehr viele Phosphorsiurebestimmungen ausgefiihrt, haben abe 
die besten Resultate erhalten bei Verwendung von der von Schmitz 
anvegebenen Magnesiamischung: 55 g Magnesiumchlorid und 105 g Am- 
monchlorid auf 1 1, Zugabe von Methylorange und Salzsiiure, bis der 
Indikator umschliigt. Bei Zimmertemperatur wurde ein Uberschuf de: 
Magnesiamischung zugegeben und nach und nach 2'/2°oiger NHg, bis 
Phenolphthalein umschligt, nach einigen Stunden noch '/¢ Vol. konzen- 
trierter NH, (10°%/oig). Das Filter wurde gesondert verascht und nicht naf 
in den Platintiegel zusammen mit dem Niederschlag gebracht, wie vo! 


einigen Autoren angegeben. 
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Analyse der Losung von Na,HPO,.12q. + 80g pro Liter. 
(Losung <A.) 
I. 12,1910 g Lésung gaben 0.30385 g Mg,P,0O, = 1.588%» P,O, 
Il. 12,5182 » -  0,3072 >» 1.565° 5 
Hl. 19,990 O,4990 ? 1.591% 0 
IV. 19,770 O,4904 » : 1,581 °/o 


Natriumoxydbestimmung: 


I. 13,398 ¢ Lésung gaben 0.3524 g NaCl = 1,394°.) Na,O 
II. 12.288 0.3221 >» 1.590 °)o 


Im Mittel 1,581°/0 PJO, und 1,392°/o Na,O. In Molekeln 
also 0,01114 Mol. P,O, und 0,02245 Mol. Na,O. Wenn die 
Analysen richtig sind, so wiirde also das Salz etwas zu_ viel 
Natriumoxyd enthalten. 

Ein blinder Versuch mit der gewohnlichen Menge der 
20°/oigen Bleiacetatlobsung (20 cem) und destilliertem Wasser, 
Behandlung mit H,S und Abdampfen mit HC] gab 1.4 mg Riick- 
stand. Diese Korrektur wurde bei den weiteren Analysen 
angebracht. Auf die zweite Na,O-Bestimmung gibt sie eine 
NaCl-Menge von 0,3207 g NaCl oder 1,383 °/o Na,O oder 0,02232 
Molekeln, also immer noch etwas zu hoch. 

Analyse der konzentrierten Dinatriumphosphatlosung. 

Weil von demselben Salz ausgegangen wurde, wurde jetzt 
nur das P,O. bestimmt. (Ldosung B.) 


I. 7,0068 g Liésung gaben 0.3536 g Mg,P,O, = 3,22°0 P,O, 
IH]. 10.000 » » 0.5078 » = 3,239 °/o 
III. 10,320 » 0.5258 >» 3.250 95 


Weiter wurde eine LOsung von Trinatriumphosphat darge- 
stellt. 
Analyse dieser Losung. (Losung C.) 
I, 13,5654 g Lisung gaben 0,6398 g Mg,P,0, = 3,006°) P,O 


2 we 


II. 12,9276 » 0.6094 > > = 3.008 %%o 


Natriumoxydbestimmung : 


I. 9,7890 g Lésung gaben 0,7712 g NaCl 4179" » Na.O 
II. 9.5754 » > . O7545 > » = 4179° 
II. 10,555» ; 0.8302 $171" 


Die mittleren molekuliiren Verhiiltnisse sind PO, 21,17 Mo- 
lekeln, Na,O 67,26 Molekeln. 

Also scheint auch hier der Natriumoxydgehalt zu grob, 
die Analysen stimmen aber sehr gut tberein. 
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bei den Loslichkeitsversuchen mit Harnsiiure muBte nun 
aus der Analyse der Losung tiber die Zusammensetzung der 
festen Phasen geschlossen werden, weil eine vollstindige Trennung 
von diesen von der Losung sehr schwierig war.!) Einstweilen 
muBten dazu die diuBberst feinen Krystalle durch Auswaschen 
vollstiindig von der (Na,O-haltigen) Mutterlauge befreit werden, 
das Dinatriumurat wiirde aber auch beim vorsichtigsten Arbeiten 
sewils ganz oder teilweise zersetzt werden. Nun ist aber die 
Natriumoxydbestimmung in den phosphorsiurehaltigen Lo6sungen 
ziemlich umstiindlich und wenn dann der Na,O-Gehalt der ganzen 
fliissigen Phase berechnet wird, wiirde sich ein Analvsenfehler 
einige Male multiplizieren. Doch zeigte sich bei Kontrollver- 
suchen immer eine geniigende Ubereinstimmung, sodaf die Zu- 
sammensetzung der festen Phasen wenigstens ohne bedeutende 
Abweichungen bestimmt scheint. Die L6sungen enthielten siimt- 
lich mehr oder weniger Harnsiiure, fiir die Natriumoxydbe- 
stimmungen wurde diese durch Vorbehandlung mit etwas kon- 
zentrierter Salzsiiure entfernt (wenigstens zum weitaus grobten 
Teil). Die Salzsiture wurde dann durch Einengen entfernt. Doch 
zcigte sich, dafi auch ohne Entfernen der Harnsiiure die Natrium- 
oxydbestimmung gut ausfiillt, wenn zum Schluf der gegliilite 
Natriumriickstand mit etwas Salzsiiure behandelt wird. Auch 
ist das Natriumchlorid immer etwas sulfathaltig (infolge der 
H,S-Behandlung), doch scheint es, dab man bei vorsichtigem 
Arbeiten den hierdurch verursachten Fehler vernachlassigen kann. 

Aus den Analysen kénnen wir also anniihernd auf die 
Zusammensetzung der festen Phasen schlieben, und so haben 
wir berechnet, wieviel Natriumoxyd an die zugesetzte, nicht 
geléste Harnsiiure gebunden war. Das System aus 4 Kompo- 
nenten kann mittels des oben genannten Tetraeders graphisch 
dargestellt werden. Kombinationen von 2 Phasen (immer bet 
bestimmter Temperatur und bestimmtem Drucke) befinden sich 
auf Fiiichen, Kombinationen von 3 Phasen, z. Bb. LOsung mi! 


') Wir haben es spiiter bei den Versuchen mit Kaliumsalzen doc! 
versucht, zumal da sich gezeigt hatte, daf\ die geringen Analysenfehler de: 
Lisung doch die Zusammensetzung der festen Phasen unsicher machten. 
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Mono- und Dinatriumphosphat, auf Kurven,!) deren Projektion 
auf der Grundebene man verzeichnen kann. Auch hier muf 
man die Berechnung wieder so machen, dah die Summe der 
Molekelzahlen konstant ist, die Senkrechten auf die 3 unter- 
einander gradwinkligen Tetraederfliichen geben z. Bb. wieder 
die Molekelzahlen der Harnsiiure des Natriumoxyds und des 
Phosphorsaureanhydrids an. Wir kénnen im Anschluf an unsere 
friiheren Darstellungen wieder ein’ gradwinkliges Dreieck als 
Grundfliche annehmen und senkrecht auf dieser die P,O,- 
Molekeln messen. 

Hier folgt zuniichst die niihere Beschreibung der Versuche. 

Versuch 1. 1,1773 ¢ Harnsiiure, 163,93 g Wasser, 10,20 g der 
Phosphatlésung A. Analyse der Endlésung: Harnsiiurebestimmung: 83,08 g 
gebrauchten bei der N-Besiimmung nach Kjeldahl 30,18 ccm H,SO, 
n == 9,09506) und 7,70 cem NaOH (n == 0,1070), also pro 1000 g Lésung 
1.007 ¢ Harnsiiure: die feste Phase bestand aus nur Harnsiiure. Die 
Losung enthilt also noch alles P,O, und Na,O, also 0.1420 g¢ Na,O im 
ganzen und 01613 ¢g P,O,. Die Rechnung gibt auf eine Summe von 
100000 Molekeln (H,O —- P.O, -- Na,O -- Harnsiiure): 25,46 Mol. Na,O, 
10.80 Mol. Harnsiiure und 11,63 Mol. P,O,, der Rest sind Wassermolekeltn. 

Versuch 2. 1.1721 ¢ Harnsiinre, 168,708 ¢ Wasser, 14,875 ¢ Phosphat- 
l6sung A. Analyse der Endlésung: Harnsiiurebestimmung: 88,08 g Losung 

25.10 ecm H,SO, — 0,92 com NaOH, pro 1000 g Lésung 1.090 g Harn- 
siiure. Feste Phase nur Harnsiiure. Die gesamte Lésung enthiilt also 
0.2071 ¢ Na,O und 0.2352 ¢ P,O,. Auf 100000 Molekeln 32.85 Mol. Na,O, 
11.71 Mol. Harnsiiure und 16,29 Mol. P,O,. 

Versuch 3. 1,1776 ¢ Harnsiiure, 163,762 ¢ Wasser, 20,140 ¢ Phosphat- 
losung A. Analyse der Endlésung: Harnsiurebestimmung : 75,76 g Losung 

25,11 cem H,SO, — 2,15 ecm NaOH, pro 1000 ¢ Loésung 1,195 g Harn- 
siiure. Feste Phasen, hauptsiichlich Harnsiiure, daneben ein wenig Nadeln 
von Mononatriumurat. Die Analyse gab auf sehr wenig den urspriing- 
lichen Natriumgehalt, also 0.2802 g Na,O im ganzen und der gesamte 
Phosphorsiuregehall ist 0.3184 g P,O,. Auf 100000 Molekeln 44,40 Mol. 
Na,O, 12,82 Mol. Harnsiiure und 22,03 Mol. P,O,. 

Versuch 41,2150 ¢ Harnsiure, 157,03 g¢ Wasser und 25,305 ¢g 
Phosphatlésung A. Analyse der Endlésung: Harnséurebestimmung : 79,46 g 
Lisung — 24,99 com H,SO, — 12,87 ccm NaOH, pro 1000 g Losung 
0.5217 g Harnsiiure. Na,O-Bestimmung: 87,055 g Lésung gaben 0,2572 ¢g 
NaCl oder 0,1566°0 Na,O, im ganzen noch in Lésung 0.2856 g Na,O, ur- 
spriinglich 0,3522 g Na,O, also 0,0666 g in die feste Phase tbergegangen. 


') Schnittlinien von zwei Zweiphasenflaéchen. 
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Die festen Phasen waren Harnséure und Nadeln von Mononatriumurat. 
Auf 100000 Molekeln 45,61 Mol. Na,O, 5,604 Mol. Harnsaure, 27,91 Mol. P,O.. 

Versuch 5. 1,1918 g Harnsaure, 159,756 g Wasser, 29,607 g Phosphat- 
losung A. haiiees der Endlésung: 81,19 ¢ Lésung — 20,25 ccm H,SO, — 
8.04 com NaOH — pro 1000 g Lésung 0,547 g Harnsiiure. Na,O-Bestim- 
mung: 91,46 g Liésung gaben 0,2983 g NaCl, also 0,173°/o Na,O, in die 
Losung also noch 0.3275 g Na,O, urspriinglich 0.4121 g, also in der 
festen Phase 0,0846 g Na,O. Mikroskopisch bestand die feste Phase aus 
viel Mononatriumurat, daneben Harnsiure. Auf 100000 Molekeln 50,41 
Mol. Na,O, 5,88 Mol. Harnséiure und 31,47 Mol. P,O,. 

Versuch 6. 1,2140 g Harnsiiure, 149.96 g Wasser, 35,09 g Phosphat- 
losung A. Analyse der Endlésung: Siasiiitaiielieitiaininiaa 75,37 g Lésung 

20.01 com H,SO, — 9,82 ccm NaOH, pro 1000 g Lésung 0,4694 ¢ 

Harnsiiure. Na,O-Bestimmung: 89,785 g Lésung gaben 0,3255 g NaCl 
oder O192°. Na,O. Die Lésung enthaélt 0,3560 g Na,O, urspriinglich 
O4884 ¢, also 0.1324 ¢ in der festen Phase. Diese bestand hauptsachlich 
aus Mononatriumurat, daneben war aber Harnsiure noch zu sehen. Auf 
100000 Molekeln 56,06 Mol. Na,O, 5,05 Mol. Harnsiure, 38,16 Mol. P,0O.. 

Versuch 7. 1,1176 g Harnsiiure, 148,19 g Wasser, 38,277 g Phosphat- 
lisung A. Analyse der Endlésung: Harnsiurebestimmung : 49,53 g Losung 
— 13,389 ccm H,SO, (n = 0,0949), 8.86 ccm NaOH (n = 0,1232), pro 
1000 ¢ Lésung 0.3043 g Harnsiure. Na,O-Bestimmung: 19,84 g Liésung 
gaben 0.0751 g NaCl, also 0,2008°/o Na,O, die Loésung enthalt noch 
0.3739 g Na,O, urspriinglich 0,5528 g, also in der festen Phase 0,1589 g 
Na,O. Ware alle ungeliste Harnséure in Mononatriumurat umgewandell, 
so miifte die feste Phase 0,1957 g Na,O enthalten, also mufi die feste 
Phase noch etwas Harnsiiure enthalten. Mikroskopisch war diese aber 
nicht zu finden und waren nur kleine Nadeln sichtbar. Auf 100000 
Molekeln 58,53 Mol. Na,O, 3,275 Mol. Harnséure und 41,48 Mol. P,O,. 

Versuch 81,1558 g Harnsiure, 135,57 g Wasser, 52,81 g Phosphi it- 
losung A. Analyse der Endlisung: Harnséurebestimmung: 48,82 g Losung 
— 1519 ccm H,SO, — 9,82 ccm NaOH, pro 1000 g Lésung 0,1895 g 
Harnsiure. Na,O-Bestimmung: 23,72 g Lésung gaben 0,1311 g NaCl, also 
0,293°/o Na,O. Die gesamte Lésung enthilt noch 0,5515 g Na,O, ur- 
spriinglich 0,7352 g, also 0,1837 g in die festen Phasen iibergegange n. 
Fiir die Umwandlung der ungelésten Harnsiiure in Mononatriumurat 
0.2066 g Na,O bendtigt. Die feste Phase bestand mikroskopisch aus nur 
feinen Nadeln von Mononatriumurat. Auf 100000 Molekeln 83,57 Mol. 
Na,O, 2,042 Mol. Harnsiiure und 56,71 Mol. P,O,. 

Versuch #. 1,0362 g Harnsaure, 121,18 g Wasser, 56,774 g Phosphat- 
losung A. Analyse der Endlésung: Harnsaéurebestimmung : 52,85 g Lésung 

9.98 com H,SO, — 5,59 ecm NaOH, pro 1000 g Lésung 0,201 g Harn- 

siure. Na,O-Bestimmung: 20,517 g Liésung gaben 0,1384 g NaCl, also 
0.3577°%o Na,O. Die Lésung enthalt noch 0,6358 g Na,O; urspriinglich 
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0.7903 g, also 0.1545 g in der festen Phase. Fiir die Umwandlung der 


Harnsiure im ganzen 0,1845 g Na,O notig. Auf LOOOOO Molekeln 
104.6 Mol. Na,O, 2,169 Mol. Harnsiéiure und 64,64 Mol. P,O,. Feste Phase, 
feine Nadeln. 

Versuch 10. 1,4768 g Harnsiure, 80,86 g Wasser, 101,158 g Phosphat- 
losung A. Analyse der Endlésung: Harnsiiurebestimmung: 51,735 g Lésung 
— 999 ecm H,SO, — 5,95 ecm NaOH, pro 1000 g Lésung 0,167 g Harn- 
siure. Na,O-Bestimmung: 25,082 g Lésung gaben 0.3021 g NaCl, also 
0.6387 90 Na,O. Die Lésung enthilt im ganzen 1,161 ¢ Na,O, urspriing- 
lich 1,408 g, also 0,247 g Na,O in der festen Phase. Fiir die Umwand- 
lung in Mononatriumurat braucht die ungeléste Harnsiiure 0.2568 g Na,O. 
Auf 100000 Molekeln 187,8 Mol. Na,O, 1,811 Mol. Harnsiiure und 113,2 
Mol. P,O,. 

Versuch 11. 1,3292 ¢ Harnsiure, 73,00 g Wasser, 121,55 g Phosphat- 
losung A. 

Analyse der Endlésung: Harnsiurebestimmung: 52,97 g Lésung, 
7.98 ccm H,SO,, 4,66 com NaOH, pro 1000 g Lésung 0,141 g Harnsiure, 
Na,O-Bestimmung 20,12 ¢ Lésung gaben 0,2870 g NaCl, also 0,7564°/0 Na,O. 
Die Lésung enthilt im ganzen-1,470 g Na,O, urspriinglich 1,692 g, also 
0.222 ¢ in der festen Phase; fiir die Umwandlung der ungeldsten Harn- 
siure in Mononatriumurat noétig 0.2401 g Na,O. Auf LOQOO000 Molekeln 
222.8 Mol. Na,O, 1,532 Mol. Harnsiiure und 127,5 Mol. P,O,. Feste 
Phase Urat. 

Versuch 12. 1,4029 g Harnséure, kein Wasser, 192,68 g Phosphat- 
losung A. 

Analyse der Endlisung: 58,62 g Lésung, 8,01 ccm H,SO,, 4,50 cem 
NaOH, pro 1000 g Lésung 0,144 g Harnsiiure. Na,O-Bestimmung: 21,170 g 
Losung gaben 0,5032 g NaCl, also 1,261°/o. Im ganzen in Lésung 2,425 g 
Na,O, urspriinglich 2,682 g, also 0,257 g in der festen Phase, fiir die Um- 
wandlung der ungelésten Harnséure 0,2537 g Na,O notig. Auf 100000 
Molekeln 374,6 Mol. Na,O, 1,579 Mol. Harnsiure und 206,0 Mol. P,O,. 

Versuch 13. 1,2222 g Harnsaure, 91,74 g Wasser, 96,36 g Phosphat- 
ldsung B. 

Analyse der Endlisung: Harnsaéurebestimmung: 67,38 g Lisung, 
8.09 ccm H,SO,, 5,79 com NaOH, pro 1000 g Lésung 0,0296 g Harnsiure. 
Na,O-Bestimmung, 12,55 g Lésung gaben 0,3134 g NaCl, also 1,324 °/o Na,O. 
Im ganzen in Lésung 2,488 g Na,O, urspriinglich 2,746 g, also in der 
festen Phase 0,258 g Na,O. Fiir die Umwandlung der ungelésten Harn- 
sdure in Mononatriumurat. 0,2244 g¢ Na,O nétig. Auf 100000 Molekeln 
(der Lésung) 393,7 Mol. Na,O, 0,3246 Mol. Harnsiiure und 216.1 Mol. P,O,. 
Feste Phase: feine Nadeln. 

Versuch 14. 1,1700 ¢ Harnsiure, 72,045 g Wasser, 115,685 g Phos- 
phatlosung B. 

Analyse der Endlisung: Harnsaurebestimmung: 71,675 g Losung, 


26” 
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8.06 com H,SO,, 5,77 com NaOH, pro 1000 g Lisung 0,0278 g Harnsiure 
Na,O-Bestimmung 11.075 g Lésung gaben 0.5374 ¢ NaCl, also 1.616°, 
Na,O. Im ganzen in Loésung 3,029 g Na,O, urspriinglich 3,297 g, in det 
festen Phase also 0,268 g Na,O. Fiir die Umwandlung der ungeldsten 
Harnsiure in Mononatriumurat 0,2150 g Na,O. Auf 100000 Molekeln (der 
Lisung) 483,0 Mol. Na,O, 0.3088 Mol. Harnsiiure und 261,4 Mol. rl.. 
Feste Phase: feine Nadeln. 

Versuch 15. 1.2241 ¢ Harnsiiure, 51,301 g Wasser, 140,615 g Phos- 
phatlosung B. 

Analyse der Endlésung: Harnsiiurebestimmung: 58,66 ¢ Lésung, 
8.02 com H,SO,. 5.88 ccm NaOH, pro 1000 g Lésung 0.0218 g Harnsiiure. 
Na,O-Bestimmung: 15,485 ¢ Loésung gaben 0,5640 g NaCl, also 1.931 ° 
Na,Q. Im ganzen in Losung 3,702 g, urspriinglich 4,0073 g, in der festen 
Phase 0.5053 ¢ Na,O. Fir die Umwandlung der ungelisten Harnsiiure in 
Mononatriumurat 0.2250 ¢ Na,O noétig. Auf 100000 Molekeln (det 
Losung) 580,7 Mol. Na,O. 0,244 Mol. Harnsiure und 312,5 Mol. P,O,. 
Feste Phase: ferme Nadetn. 

Versuch 16. 1,1826 g Harnséure, 23,552 ¢ Wasser, 169,42 g Phos- 
phathosung b. 

Analyse der Endlésung: Harnsiéurebestimmung: 68,44 g Losung, 
8.05 com H,SO,, 5,82 cem NaOH, pro 1000 g Lésung 0,0245 g Harnsiiure. 
Na,O-Bestimmung: 13,658 g Lésung gaben 0.5994 g NaCl, also 2,527 °/ 
Na,Q. Die gesamte Losung enthilt 4,481 ¢ Na,O, urspriinglich 4,828 g, 
also 0.347 ¢ in der festen Phase. Fir die Umwandlung der ungeldsten 
Harnsiiure 0.2173 g Na,O noétig. Auf 100000 Molekeln der Liésung 705,0 
Mol. Na,O, 0,274 Mol. Harnsiure, 377,7 Mol. P,O;. Feste Phase: feine 
Nadeln. 

Versuch 17. 1,5742 g¢ Harnsiiure, kein Wasser, 190,88 g Phosphat- 
losung J. 

Analyse der Endlésung: Harnséurebestimmung: 60,12 g Loésung, 
8,06 com H,SO,, 5.85 cem NaOH, also pro 1000 g Lésung 0,0259 g Harn- 
siiure. Na,O-Bestimmung : 20,15 g Losung gaben 1,0040 g NaCl oder 2,642" 
Na,O. In Lésung also 5,037 g Na,O, urspriinglich 5,440 g, in die feste 
Phase 0,403 g Na,O. Fiir die Umwandlung der ungelésten Harnsaéure in 
Mononatriumurat 0.2525 g Na,O noétig. Die feste Phase bestand aus 
feinen Nadeln. Auf 100000 Molekeln der Losung 805,1 Mol. Na,O, 0,2925 
Mol. Harnsiiure und 4352,3 Mol. P,O,. 

Zur Kontrolle wurden einige der Na,O-Bestimmungen wiederholt. 

Versuch 7. 32,178 g¢ Lésung gaben 0,1254 g NaCl, also 0,2066° 
Na,O (friiher 0,2008 °/o). 


Jetzt gefunden fiir die gesamte Lésung 0,3849 g Na,O (frither 0,375 g) 
Versuch 12. 19,062 ¢ Lésung gaben 0,4493 g NaCl, also 1,250° 5 


Na,O (friher 1,261 %o 
Jetzt gefunden fiir die gesamte Lésung 2,406 g Na,O (frither 2,425 g). 
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Versuch 13. 51,18 g Lésung gaben 0,7806 g NaCl, also 1,327°o 
Na,O (friiher 1,324° o 

Jetzt gefunden fiir die gesamte Lésung 2.494 g Na,O (friiher 2.488 g¢). 

Versuch 17. 36,925 g Loésung gaben 1,8028 g NaCl, also 2,589 °/o 
Na,O (friiher 2,642 °/o). 

Jetzt fir die gesamte Lésung gefunden 4,936 g Na,O (frither 5,037 g). 

Aufer dem letzten Fall stimmen die Na,O-Bestimmungen gut iiberein 
und wir kénnen also innerhalb gewisser Grenzen zu der Zusammen- 
setzung der festen Phasen schliefen. 

In der letzten Analyse war die Menge Losung zu grofs, das Aus- 
waschen des Phosphatniederschlages gibt dann Schwierigkeiten. 

In zwei der Lésungen wurden Phosphorsiurebestimmungen aus- 
veftthrt. um zu kontrollieren, ob der Phosphorsiuregehalt sich nicht anderte. 

Versuch 7. 47,075 ¢ Loésung gaben 0,2401 g Mg,P.,0,, also 0.5252 °/o 
P,O;; in die gesamte Lésung 0,6058 g (berechnet 0.6067 g). 

Versuch 17, 25,005 g Lésung gaben 1,2630 g Mg,P,0,, also 3,221" 0 
P,O,; in die gesamte Loésung 6,140 g (berechnet 6,194 g). 

Die Ubereinstimmung ist véllig geniigend. 

Dann haben wir weilere Léslichkeitsbestimmungen mit der Phos- 
phatlésung C ausgefiihrt. 

Versuch 18. 1.7946 ¢ Harnsiiure, 176,76 ¢ Wasser, 5,340 g Phosphat- 
l6sung C, 

Analyse der Endlésung: Harnsiurebestimmung: 25,765 g Lésung, 
25,26 ccm H,SO,, 17,98 com NaOH,') pro 1000 g Lésung 0,8183. Na,Q- 
Bestimmung: 57,62 ¢ Lésung gaben 0,0908 g NaCl, also 0.0837 °/o Na,O. 


festen Phase 0,0708 g¢ Na,O. Die festen Phasen waren kleine Nadeln und 
Harnsiure. Fiir die Umwandlung der ungelésten Harnsiure in Mono- 
natriumurat 03038 g¢ Na,O nétig. Auf 100000 Molekeln der Lésung 
24,39 Mol. Na,O, 8,742 Mol. Harnsiiture und 11,23 Mol. PLO,. 

Versuch 19. 1,7096 g Harnsiiure, 161,14 ¢ Wasser, 10,83 ¢ Phosphat- 
losung C. 

Analyse der Endlésung: Harnsiurebestimmung: 31,25 g Losung, 
25.22 com H,S0,, 19,66 com NaOH, pro 1000 ¢ Lésung 0.5709 g Harnsiure. 
Na,O-Bestimmung: 45.245 ¢ Lisung gaben 0,0954 g NaCl, also 0,1118° 0 
P.O.. In der gesamten Lésung 0.1918 g Na.O, urspriinglich 0.4521 g, also 
0.2603 ¢ in der festen Phase. Fiir die Umwandlung der ungelésten Harn- 
saiure in Mononatriumurat 0.3036 g Na,O notig. 

Mikroskopisch wurde in der festen Phase noch etwas Harnsiiure, 
daneben feine Nadeln beobachtet. Auf 100000 Molekeln der Lésung 32,61 
Na,O-, 3,98 Harnsiiure- und 24,12 P,0.-Molekeln. 

Versuch 20. 1,6262 ¢ Harnséure, 165.07 g Wasser, 17,475 g Phos- 


phatlésung C, 


') Norm. H,SO, 0.09506, norm. NaOH 0.1070. 
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Analyse der Endlésung: Harnsiurebestimmung: 40,465 g Liésung, 
25,21 com H,SQO,, 20,20 ccm NaOH, pro 1000 g Lisung 0,2241 g Harnsiaure. 
Na,O-Bestimmung: 39,375 g Lésung gaben 0,1846 g NaCl, also 0,248) °%), 
Na,O. In Lésung noch 0,4529 g Na,O, urspriinglich gelést 0,7293 g Na,O, 
also in der festen Phase 0,2764 g Na,O. Fiir die Umwandlung der unge- 
lGsten Harnséure in Mononatriumurat 0,2924 g Na,O notig. Die feste 
Phase bestand aus kleinen Nadeln. Auf 100000 Molekeln der Lésung 
72,47 Mol. Na,O, 2,41 Mol. Harnsaéure und 36,69 Mol. P,O,. 

Versuch 21. 1,5817 g Harnsadure, 18,38 g Wasser, 173,625 g Phos- 
phatlésung C. 

Analyse der Endlésung: Harnsaurebestimmung: 56,93 g Lésung, 
25,20 ccm H,SO,, 8,60 cem NaOH, pro 1000 g Lésung 1,082 g Harnsiure. 
Na,O-Bestimmung: 135,185 g Liésung gaben 0,8957 g NaCl, also 3,602° 
Na,O. Noch in Loésung 6,910 g Na,O, urspriinglich 7,249 g, also in der 
festen Phase 0,339 g Na,O. Fir die Umwandlung der ungelésten Harn- 
siiure in Mononatriumurat 0,2535 g Na,O nétig. Die feste Phase be- 
stand aus lingeren Nadeln. Auf 100000 Molekeln der Lésung 1101.0 
Mol. Na,O, 12,2 Mol. Harnséure und 363,1 Mol. P,O,. 

In der folgenden Tabelle IV sind die Zusammensetzungen 
der LOsungen, und die wahrscheinliche Zusammensetzung der 


festen Phasen verzeichnet. 

Die Versuche 3, 4, 5, 6, 18 und 19 hatten Harnsaure 
und Mononatriumurat als Bodenkorper, aus den Analysen wiirde 
sich ergeben, dab dies auch noch bei 7, 8, 9, 10 und 11 der Fall 
sein wiirde. Nun geben die Analysen aber wahrscheinlich 
immer etwas zu hohe Werte!) und ein kleiner Fehler gibt. 
auf die ganze Losung berechnet, leicht gréfere Abweichungen 
und also ein zu wenig fiir die festen Phasen. Wir kénnen 
aber annehmen, dafi die Lésungen 3, 4, 5, 6, 7, 18 und 19 
zu der Harnsiiure-Mononatriumuratkurve gehéren. Zu der Mono- 
Dinatriumuratkurve gehéren 12, 13, 14, 15, 16, 17, vielleicht 
auch 8, 9, 10, 11, 20. 

Harnsiiure, Mono- und Dinatriumurat sind wohl nie neben- 
einander existenzfiihig, also werden die zwei Kurven einander 
nicht schneiden. Wenn die Phosphate als feste Phasen nicht 


') Zwar wurde fiir den Riickstand der benutzten Reagenzien eine 
Korrektur angebracht, es hat sich aber in einigen Fiillen ergeben, da 
die Analysen gewifs etwas zu hoch gewesen sind, da bisweilen mit Sicher- 
heit in der festen Phase mehr Na,O, als sich aus der Analyse der Lisung 
ergeben wirde, angenommen werden mufte. 
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Tabelle IV. 











Ver- | Auf 100000 Molekeln ge greeny 
der Lésune Phasen | natrium- 
such aus der urat, Mikroskopisch 
Pees ae Analyse |dann wire 
Nr. Mol. | Mol. | Mol. |perechnetlanwesend 
Na,O | Harns | P.O, g g 
I 23,46 10.80; 11,63 0 0.1845 Harnsiiure 
2 | 32,85) 11,71) 1629 0 0.1793 
; 4,4) 12,82 22,03] (fast) 0 0,1768 |Harnsiiure + wenig Urat 
t | 45.61) 560 27,91] 0,0666 | 0.2066 | Harnsiure + Urat 
5) 50,41) 5,88) 31,47] 0.0846 0.2008 Urat -+- Harnsiure 
6 56,06, 5.05 38,16] 0,1324 0,2078 {Urat + etwas Harnsiiure 
7 58,53) 3,28 41,48] 0,1589 0,1957 Urat 
s | 85,57° 2,04 56,71] 01837 | 0,2066 
9 | 104,6 | 217) 64,64) 0.1545 0,1845 
10 | 187.8 | 1,81 113.20] 0,2470 | 0.2568 
11 | 2228 | 1,53) 127,50] 0,2220 0.2401 
12 74,6 1,58 | 206,00] 0.2570 0.2537 
13 | 393.7 0,32 216,10] 02580 | 0.2244 
14 | 483,0 | 0,31 | 261,40] 0,2680 0,2150 
15 | 580,7 | 0),.24 | 312,50} + 0,3053 0.2250 
16 | 705,0 | 0,27 | 377,00} + 0,3470 0,2175 
17 | 805,1 0,29) 432,30] 0,4030 0.2525 
18 24,35 8,74) 11,23] 0,0708 0.3038 Urat -+- Harnsiiure 
19 32,61) 3,98) 24.12] 0,2603 0,3036 : 
20 72,47| 241) 36,69] 0,2764 0.2924 Urat 
21 (1101.00, 12,20 363,10] 0,3390 (0),2535 Urat lingere Nadeln. 














hinzutreten, gibt es wahrscheinlich keine nonvarianten Systeme. 
Wire das Quadriurat stabil, so ware vielleicht Harnsiéure- 
Quadriurat-Mononatriumurat neben Lésung (bei 18° und Atmo- 
spharendruck) ein nonvariantes System. Auch konnte es noch 
sein, da verschiedene Hydrate der Urate Veranlassung zu 
vierphasigen Systemen geben. 

Die Projektionen der Dreiphasenkurven haben wir soweit 
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wie moOglich in die Figur 8 verzeichnet. Der Versuch 21 ist 

dabei seiner gesonderten Stellung wegen nicht eingetragen. 

Auch bei diesen Versuchen ist zu erwarten, daf® die Gleich- 

sewichte wieder sehr langsam erreicht werden. Friiher wurde 

ja gefunden, dali gerade beim Zusammenbringen von Harnsiiure 

mit Dinatriumphosphat die Harnsaureloéslichkeit, wihrend liingerer 

Zeit fortwihrend abnimmt. Weiter wurde jetzt 

1200; bei den Versuchen mit Phosphatlésungen ge- 

funden, daf zumal bei Luftzutritt die schein- 

bare Harnsiiureloslichkeit in kurzer Zeit be- 

deutend gesteigert werden kann. Es ist also 

0-D) den Resultaten kein ganz absoluter Wert bei- 

zulegen und wir haben die Untersuchung dann 
auch nicht weiter fortgesetzt. 

Nichtsdestoweniger ist aber das allgemeine 
Verhalten der Harnsiiure in Phosphatlésungen 
dem Verstiindnis niiher gebracht. 

Die Kurve CA wird in der Grundfliiche des 
Tetraeders in dem Punkte, der die Lésung in 
wil J Gleichgewicht 
| mit Harnsiiure 

und Monona- 

~~ triumurat dar- 
7 * * stellt, anfan- 
gen. Dieser 

Punkt liegt 

sehr nahe dem Ldslichkeitspunkte der Harnsaéure in reinem 
Wasser, wie wir oben gesehen haben, und dieser Punkt liegt 
auf der Wasser—Harnsiiurekurve bei 0,271 Molekeln Harnsaure. 
Auf der anderen Seite wird die Kurve wahrscheinlich da, wo 
eine neue feste Phase, z. B. Mononatriumphosphat auftritt, 
enden; das ist aber sehr unsicher, Jedenfalls sieht es so aus, 
als ob bei den Versuchen mit Harnsiéure und Mononatrium- 
urat als Bodenkérper die Harnsiiureléslichkeit wieder viel zu 
eroh gefunden ist. Auch wire es noch denkbar, obwohl un- 
wahrscheinlich, daS bei wirklichem Gleichgewicht tiberhaupt 
keine Lisungen, mit Harnsiure und Mononatriumurat als Boden- 








5 
——»> Harnsiure Molekeln 
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kérper, existieren. Der Punkt A der Figur 4 mu auch zu der 
Kurve Harnsiiture—Mononatriumurat gehoren. 

Die Kurve BD wird einerseits enden, wo ein dritter Boden- 
korper, z. B. Dinatriumphosphat, auftritt. Anderseits fangt sie 
an auf der Basis des Tetraeders, also auf der Wasser—Harn- 
siiure— Natriumoxydfliiche, da wo die phosphorsiiurefreie LOsung 
in Gleichgewicht mit Mono- und Dinatriumurat ist. Dieser Punkt 
wurde von uns nicht bestimmt, weil er bei stark alkalischer 
Reaktion liegt. Nach unseren friiheren Versuchen liegt er aber 
oberhalb 300 Molekeln Na,O. Die Kurven AC und BD wirden 
alle L6sungen, welche nur P,O,, H,O, Na,O und Harnsiure 
enthalten und mit Harnsiiure und Mononatriumurat, resp. Mono- 
und Dinatriumurat, in Gleichgewicht sind, angeben. Man konnte, 
wenn sie festgestellt wiiren, sofort angeben, was eine be- 
liebige L6sung von diesen vier Komponenten absetzen wird und 
wie viel. 


Versuche mit Kaliumsalzen. 


Wir haben sodann einige Versuche mit den entsprechenden 
Kaliumsalzen ausgefiihrt. Zuerst wurde wieder versucht, die 
Gleichgewichtsbedingungen bei der konstanten Phosphorsiure- 
konzentration festzustellen. Dazu wurde dieselbe Phosphor- 
siiureldsung, die zu den Versuchen mit Natriumsalzen gedient 
hatte, gebraucht. Eine Kaliumhydroxydlésung aus reinstem 
KOH (Kahlbaum) war 0,1701 normal. Die Harnsiiure war 
dieselbe der obigen Versuche. Das verwendete Monokalium- 
urat war aus einem Kahlbaumschen Priiparat von Dikalium- 
urat durch Einleiten von Kohlendioxyd in die Losung dar- 
gestellt. 

Analyse des Monokaliumurats: Nach Kjeldahl! behandelt 
pro Gramm 812,1 mg Harnsdure, berechnet 815 mg. 

0,2912 g gaben 0,1042 g KCl; also 22,60°/o K,O; be- 
rechnet 22,84 °/o. 

Wir haben dann auch Léslichkeitsversuche mit Kalium- 
quadriurat angestellt. Dieses wurde nach den Angaben Roberts, 
kochen einer 3°/oigen Kaliumacetatlésung mit Harnsaéure und 
heiB filtrieren, dargestellt und mit wiisserigem, sodann mit 
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starkem und zum SchluB mit absolutem Alkohol gewaschen 
und bei 60° getrocknet. 


Analyse des Kaliumquadriurats: 


Harnsdéurebestimmung: Nach Kjeldahl gab 1 g 837,5 mg 
Harnsiiure; berechnet 898 mg. 

K,O0-Bestimmung: 0,5075 g gaben 0,0965 g KCl, also 
12,01°/0 K,O; berechnet 12,59°/o. 

Ein zweites Priiparat gab 811,0 mg Harnséiure und 11,919), 
K,O, dieses hatte sich bei langsamer Abkiihlung abgesetzt. 

Weil die Analysen etwas zu niedrig ausfielen, was viel- 
leicht dem nicht vollkommenen Trocknen zugeschrieben werden 
kOnnte, wurden die Quadriurate noch einmal fein zerrieben 
und weitere 2% Stunden bei 60° getrocknet. Die Analysen 
ergaben dann folgendes: 

Priiparat 1. Harnsiiurebestimmung: 1 g gab 831 mg 
Harnsiiure. K,O-Bestimmung: 0,5236 g gaben 0,1006 g KCI, 
also 12,13°/o K,O. 

Priiparat 2. Harnséurebestimmung: 1 g gab 814,3 mg 
Harnsiiure. K,O-Bestimmung: 0,5234 g gaben 0,1081 g KCI, 
also 13,05°/o K,O. 

Priiparat 3. Harnsiiurebestimmung: 1 g gab 838,0 mg 
Harnsiiure. K,O-Bestimmung: 0,5080 g gaben 0,0996 g KCI, 
also 12,38°/o0 K,O. 

Die Quadriurate waren, wie gesagt, nach dem Absetzen 
abfiltriert und mit Alkohol von 70, dann von 92°/o ausge- 
waschen, sodann mit absolutem Alkohol nachgespiilt und bei 
60° getrocknet. Trocken war es gut haltbar, nach Monaten 
war mikroskopisch keine Zersetzung zu sehen, mit Wasser 
folgte sofort Harnsiureabspaltung. 

Wir geben hier zuniichst die Beschreibung der Versuche 
mit konstanter Phosphorséurekonzentration. 

Versuch 1. 04134 g Harnséure, dazu wurde gebracht eine Lésung. 
die auf 250 cem 25 ccm der Phosphorsadurelésung und 42,99 ccm de 
KOH-Lésung enthielt, und zwar 192,535 g. 10 Tage bei 18° geschiittelt 

Analyse der Endlisung: Die Harnséurebestimmung nach Kje!dah! 
mit 50ccem der Lésung ausgefiihrt (20,03 ccm H,SO, (0.09506 n), 15,77 ccm 
NaOH (0,1071 n), bei der Titration mit Methylorange war 1 cem NaOH 
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= 1,135 ccm H,SO,) gab pro Liter 0,1693 g Harnsiure. Die elektrische 
Messung (Wasserstoffelektrode-Normal-Kalomelelektrode) gab 0,5705 Volt, 
Cy = 1,037 x 10~°, pjy = 4,98. Die urspriingliche Aciditat der Lisung, 
die die Zusammensetzung KH,PO, hatte, mufte nahezu gleich der der 
NaH,PO,-Lisung sein, also 7,48 < 107°, Pit == 4,13, sie hat also etwas 
abgenommen. Die feste Phase bestand aus Harnsiiure. 

Versuch 2. 25 ccm der Phosphorsaéurelisung mit 53 ccm der KOH- 
Lésung auf 250 ccm. 182,33 g dieser Lésung mit 0,3477 g Harnsaure 
10 Tage bei 18° geschiittelt. 

Analyse der Endlésung: Die Harnsiurebestimmung (wie oben: 50 ccm 
Lisung — 10,01 ccm H,SO, — 7,00 ccm NaOH) gab pro Liter 0,3291 g Harn- 
siiure. Elektrische Messung: 0,64975 Volt, Cy = 4,38 X 107‘, Pit == 6,36. 
Feste Phase: Harnsiure. 

Versuch 3. 25 ccm Phosphorsdurelésung, 65 ccm KOH-Lésung auf 
250 ccm. 187,65 g dieser LOsung mit 0,3864 g Harnséure 10 Tage geschiittelt. 

Analyse der Endlisung: Harnsdéurebestimmung (50 ccm — 20,16 ccm 
H,SO, — 12,17 ccm NaOH), 0,5064 g Harnséure pro Liter. Elektrische 
Messung: 0,6767 Volt, Cy = 1,495 x 107%, Pit == 6,83. Feste Phase: 
Harnsaure. 

Versuch 4. 25 ccm Phosphorséurelisung mit 85,97 com KOH-Lésung 
auf 250 ccm. Zusammensetzung dieser Lisung K,HPO,. 195,27 g dieser 
Losung mit 0,4292 g Harnsiure 10 Tage (bei 18°) geschiiltelt. 

Analyse der Endlésung: Harnsiurebestimmung (50 cem — 25,05 ecm 


H,SO, — 18,10 ccm NaOH), 0,3594 g Harnsiiure pro Liter. Elektrische 
Messung: 0,7052 Volt, Cy = 4,78 * 10~", pj = 7,32. Feste Phase, 


Monokaliumurat, vielleicht noch etwas Harnsiure. 

Versuch 5. 25 ccm Phosphorsaéurelésung — 42,99 ccm KOH-Loésung 
auf 250 ccm. Zusammensetzung also KH,PO,. 180,84 g dieser Lisung 
10 Tage mit 1,6037 g Monokaliumurat geschiittelt. 

Analyse der Endlisung: Harnsiurebestimmung (50 ccm Lésung — 
20,15 com H,SO, (n = 0,1135) — 17,36 cem NaOH (n = 0,1151), 1 cem 
NaOH bei der Titration mit Methylorange == 1,024 ccm H,SO,); pro Liter 


0,2271 g Harnsiiure. Elektrische Messung: 0,6730 Volt, Cy = 1,74 >< 107‘, 
py = 6,76. Feste Phase bestand aus lingeren und kiirzeren Nadeln. 


Harnsiure war nicht mit Sicherheit nachweisbar, mufte aber doch an- 
wesend sein. (Siehe die Berechnung auf S. 391.) 

Versuch 6. Wiederholung des vorigen Versuchs, aber mit kiirzerer 
Schiittelzeit (3 « 24 Stunden). 186,24 g einer gleichen Lésung von KH,PO, 
wurde mit 1,058 g Monokaliumurat geschiittelt (immer bei 18 °). 

Analyse der Endlésung: Harnsiurebestimmung (50 cem — 8,04 cem 
H,SO, — 5,06 ccm NaOH); pro Liter 0,261 g Harnsiure (korrigiert). Wasser- 
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stoffionenmessung: 0,6395 Volt, Cy = 6,58 > ie pi = 6,18. Feste 
Phasen, viel grofe Harnsiiurekrystalle, daneben feine Nadeln. 

Bei dieser kurzen Schiitteldauer war die Reaktion noch nicht so- 
weit verschoben, es war etwas mehr Harnsiure gelost. 

Sodann wurde der Versuch mit Harnsiiure und Dikaliumphosphat- 
lOsung mit kurzer Schiittelzeit (2 « 24 Stunden) wiederholt. 

Versuch 7. Lésung von K,HPO, (immer dieselbe Phosphorsiiure- 
konzentration), 200,25 g mit 1,3787 g Harnséure. Die feste Phase be- 
stand nach zwei Tagen aus nur Harnsiiure. 

Analyse der Lisung: Harnsiurebestimmung (50 cem — 24,90 ccm 
H,SO, (n == 01135) — 10,60 com NaOH (n == 0,1151), pro Liter 1,3448 g 


es . > T ‘ ee 8 
Harnsiiure). Wasserstoffionenmessung: 0,7048 Volt, Cy = 1,85 107°, 
Dit 7,31. Hier war also der Harnsaiuregehalt grof und die Cy noch 


klein, ganz wie bei dem entsprechenden Natriumversuch (Harnsiure- 
vehalt 1,335 ¢ pro Liter, Pit == 7,30). Die Lésung setzte bei langerem 


Stehen Monokaliumurat ab. 

Versuch 8. 25 ccm der Phosphorsaurelésung, 109,7 com KOH-Lésung 
auf 250 ccm. 187,8 g dieser Lésung mit 1,528 g Monokaliumurat 10 Tage 
veschiittell. Feste Phase, nach Beendigung des Versuchs deutliche Nadeln. 

Analyse der Lésung: Harnsiurebestimmung (50 ccm — 15,02 ccm 
HJSO, — 6,90 cem NaOH), 0,7583 g Harnsiéiure pro Liter. Cj,;-Messung: 
0.9341 Volt, Cy = 5,14 « 107", Pit = 11,29. Die C,, hatte sich nur wenig 
gedindert (von 11,65 auf 11,29). 

Versuch 9. Jetzt wurden einige Versuche mit Kaliumquadriurat 
ausgefiihrt. Dazu wurde das Priparat 3 verwendet. 

25 ccm Phosphorsiurelésung und 53 ccm KOH-Lésung auf 200 ccm. 
196,06 ¢g dieser Lésung mit 1,1750 g Quadriurat 10 Tage geschiittell. 

Analyse der Liésung: Harnséurebestimmung (50 ccm — 20,12 ccm 
H,SO, — 18,02 cem NaOH) pro Liter 0,1593 g Harnsiure. Cy -Messung: 
0,6533 Volt, Cy == 3,51 > oF Pi = 6,45. 

Die feste Phase bestand aus Nadeln. Mit Wasser keine Harnsaure- 
abspaltung. Das Quadriurat war also zersetzt und es hatte sich etwas 
Monokaliumurat gebildet. Harnsiiture war nicht deutlich sichtbar.  In- 
dessen ist hier zu beachten, daf$ auch bei Versuch 5 die Harnsiure nicht 
sicher nachweisbar war; es ist unsicher, ob hier Zersetzung die Ursache 
fiir das Verschwinden der Harnsidure ist, jedenfalls ist bei kurzer Schiittel- 
dauer die Harnsiiure sehr deutlich aufzufinden. 1) 

Versuch 10. 25 ccm Phosphorséurelésung, 74,85 ccm KOH-Lésung 
auf 250 ecm. 193,97 g dieser Lésung mit 1,527 g Kaliumquadriurat 


10 Tage ceschiittelt. 


') Vielleicht hatte sich nur die Krystailform geéandert. 
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Analyse der Lisung: Harnsiurebestimmung (50 ccm — 15,05 cem 
H,SO, — 11,61 ccm NaOH), pro Liter 0.3014 g Harnsaure. Cy, -Messung : 


0,6995 Volt, Cy = 6,01 « 107%, py = 7,22. 

Die feste Phase bestand aus Nadeln. Mit Wasser keine Harnsiure- 
abspaltung, also kein Quadriurat. Ob Harnsiiure anwesend, war nicht 
sicher, mufste aber wohl sein. 

Versuch 11. 25 ccm Phosphorséurelisung mit 85,97 cem KOH- 
Losung auf 250 cem. 198.7 g dieser Lésung mit 1,530 g Kaliumquadri- 


urat 10 Tage geschiittelt. 


Analyse der Lisung: Harnsiurebestimmung (50 cem — 20,08 cem 
H,SO, — 16,05 ccm NaOH), pro Liter 0,348 g Harnsiiure. Cj); -Messung: 


0,7066 Volt, Cy = 4,53 10—*, pi == 735A. 

Die feste Phase bestand aus Nadeln; kein Quadriurat. (Das Quadri- 
urat war also in allen Versuchen zersetzt.) Harnsdéure nicht mit Sicher- 
heit zu sehen. 

Zur weiteren Untersuchung der Stabilitiit des Quadri- 
urats wurde dann Quadriurat mit der Losung, aus welcher es 
sich abgesetzt hatte, also der bei Siedetemperatur mit Harnsiiure 
behandelten, sodann filtrierten Lésung von 3°/oigem Kalium- 
acetat, geschiittelt. Aber schon nach 24 Stunden hatte sich das 
Quadriurat vollstiindig in Monokaliumurat umgewandelt. 

Die 3°/oige Kaliumacetatlisung hatte eine Wasserstoff- 
ionenkonzentration von 7,74 X 10~*® (pf = 8,11). Wir haben 
dann eine Kaliumphosphatlésung von derselben Cy; und mit der- 
selben Phosphorsiurekonzentration wie bei allen obigen Ver- 
suchen dargestellt (50 ccm der PhosphorsiiurelOsung — 169,6 cem 
KOH-Loésung auf 500 ccm). Diese Losung mit Harnsiiure bei 
Siedetemperatur behandelt und heif filtriert, gab beim Abkihlen 
ebenso Kaliumquadriurat. Aber dieses mit der LOsung, aus 
welcher es.sich eben abgesetzt hatte, geschiittelt, zersetzte 
sich und es wurde nach ein oder zwei Tagen nur Monokalium- 
urat oder Harnsaéure gefunden. 

Nach Prof. Pekelharing!) kann man das Quadriurat auch 
darstellen, indem man Losungen von Monokaliumphosphat mit 
einer ziemlich konzentrierten wiisserigen Monokaliumuratl6sung 
bei 40° vermischt. Beim Abkiihlen bildet sich je nach der 


') Nach miindlicher Mitteilung. 
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Konzentration der Mononatriumuratlésung mehr oder weniger 
schnell ein Sediment, das aus Kaliumquadriurat besteht. 

Wir haben dazu eine Lésung von Monokaliumphosphat 
von 7,131°/o P,O, verwendet. 16 ccm dieser Lésung wurden 
mit 10 cem KOH vermischt,!) sodann wurden 0,400 g Mono- 
kaliumurat in 224 ccm Wasser unter Erwiirmen aufgelist, so- 
dann die Phosphatlosung und die UratlOsung auf 40° gebracht, 
dann schnell zueinandergegossen und gut gemischt. Beim Ab- 
kiihlen bildete sich ein Sediment von Kaliumquadriurat, das 
mit Wasser sofort Harnséure abspaltete. 

Wurde nun das gebildete Quadriurat mit derselben Lisung, 
aus welcher es sich abgesetzt hatte, geschiittelt, so verwandelte 
sich in 24% Stunden alles in Harnsiiure um. Diese letzte Bil- 
dungsweise von Quadriurat scheint ganz analog der Bildung 
im Harn. 

Wir haben sodann normalen Harn nach Roberts be- 
handelt, also zum Sieden erhitzt, behandelt mit Harnséure (auch 
ohne Zusatz von Kaliumacetat gelingt es meistens) und 
sofort heif filtriert. Das beim Abkiihlen abgesetzte Quadriurat 
wurde mit dem Harn, aus welchem es sich abgesetzt hat, ?) 
bei 18° geschiittelt. Es zeigte sich auch dann Zersetzung, 
aber viel weniger intensiv als in den reinen Phosphatlosungen. 
Ks scheint also das Quadriurat von im Harn vorhandenen 
Verbindungen mehr oder weniger geschiitzt zu werden. 

Wir glauben aber, daf bei 18° im System Na,O — P,O; — 
H,O — Harnsiiure das Quadriurat nicht stabil auftritt. Inwie- 
weit dessen Existenzfihigkeit aber von Salzen, z. B. NaCl, 
beeinflubt werden kann, lift sich nicht im voraus sagen, und 
es wiire also wohl mdéglich, dafB in besonderen Harnen das 
Quadriurat bei 18° auch ohne sogenannte Schutzkolloide, wirk- 
lich stabil im Gleichgewicht mit der Lésung sein koénnte. 

Wir geben hier nun eine Tabelle mit den Resultaten der 
obigen Versuche. Die Berechnungen haben wir so durchge- 
fiihrt, daf} zuniichst aus der Wasserstoffionenkonzentrations- 


‘) Wir erhalten dann schlieBlich eine Lisung von mittlerer Harn- 
aciditiit, die KOH-Lésung war 0,17 normal. 
*) Unter Zugabe von Thymol. 
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iinderung die Menge des K,O, die der Phosphatliésung zugefihrt 
oder entnommen worden war, berechnet wurde. Dann wurde 
aus dem Harnsiiuregehalt berechnet, wieviel K,O als Urat 
gelést sein muBte. Wir haben dann, zur Kontrolle der Phos- 
phorsiurekonzentrationskonstanz, ganz wie bei den entspre- 
chenden Versuchen mit Natriumsalzen, auch die Phosphorsaure 
in die Berechnung der molekularen Zusammensetzung aufge- 
nommen, die molekulare Konzentration zeigte sich gentigend 
konstant. Wir haben wieder auf eine Gesamtsumme von 100000 
Molekeln berechnet. 


Tabelle 5. 








Aciditat Gram- | Gram- Gram- Auf 100 000 Molekeln 





.. der ‘me K,O\me K,o me K.0 seen , 
Ver-| ind ~~ oT. bse zu den der Endlisung Feste Phase 
lésung | Phos- | gelést | proc? | ~— 
such) Mune phat im| “im” | Phaser | Mol. | Mol. | Mol. | (der Berechnung nach) 
PH — | ae kommen K,O HU © P,O, 
{| 4,98) 0265; — | 0 26,4 1,82 | 26,40 Harnsiiure 
| | | 
2 6,36| 0,309; — | O 32,6 3,54 26,40 
3 6,83/ 0391; — | 0 39,9 544 26,40 


: | 7,32/ 0,470| 0,017 +0,051| 47,8 385 26,43 Monokaliumurat, Harn- 





sadure 
5 6,76 | 0,347 | 0,009 | 0,107) 37,7 244 © 26,40 desgl. 
5 6,18 | 0,295 | 0.011 — 0,050} 31,5 2,80 | 26,40 
7 «7,811 0,551 | — | O 52,9 | 14,46 | 26,44 Harnsiiure 
| | ; , . 
8 11,29] 0,600] 0,039; 0,021] 61,4 | 8,16 | 26,46 |Monekahumurat \-- Di- 
’ | , ' kaliumurat 7) 
9 | 6,45| 0,338} 0,006 |— 0,006] 33,1 | 1,71 | 2640} Hamsdure (-- Mono- 
| ; kaliumurat 7) 
10 7,22) 0,453) 0,014 — 0,002] 46,2 | 3,21 26,40 desgl. 








11, 7,34| 0,478| 0,017 -- 0,052] 47,8 | 3,75 | 26,44 


Wenn als Bodenkérper nur Harnsiiure vorhanden war, 
enthielt die Lésung noch alles zugesetzte K,O, wir haben es 
dann als Phosphat in Rechnung gebracht. 

Die Berechnung zeigt, dai in Versuch 4 als Bodenkorper 
neben Monokaliumurat auch Harnsiure vorhanden sein sollte, 
in Versuch 5 dagegen noch Kaliumurat tibrig sein muf. In 
Versuch 6 ist nur wenig K,O der festen Phase entzogen. In 
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Versuch 8 wiirde ein wenig Dikaliumurat als Bodenkérper zu- 
gegen sein. In den Versuchen 9, 10 und 11 wiirden die Quadri- 
urate zersetzt und etwas (zumal in Versuch 11) K,O aus der 
Losung zugekommen sein. 

Ks fragt sich jetzt, wie es mit der mit Harnséure und 
Monokaliumurat in Gleichgewicht sich befindenden Lésung steht. 

Die Versuche mit langer Schiitteldauer ergaben beim Zu- 
sammenbringen von einerseits Monokaliumphosphat mit Mono- 
kaliumurat, anderseits Dikaliumphosphat mit Harnsiure folgendes. 

Losung von KH,PO, mit Monokaliumurat (Versuch 5), 
Harnsiiuregehalt der Endlésung 0,227 g pro Liter, pj; = 6,76. 

Losung von K,HPO, mit Harnsiiure (Versuch 4), Harn- 
siiuregehalt der Endlosung 0,8594 g pro Liter, py = 7,382. 

Mit kurzer Schiitteldauer aber: 

Losung von KH,PO, mit Monokaliumurat (Versuch 6), 
Harnsiiuregehalt der Endlosung 0,261 g pro Liter, pj = 6,18. 

Lésung von K,HPO, mit Harnsiure (Versuch 7), Harn- 
siiuregehalt der Endlésung 1,3448 g pro Liter, py = 7,31. 

Auch hier also die gréSten Differenzen in den Versuchen 
mit Dikaliumphosphat und Harnsiure. Weil die Aciditét in 
Versuch 7 nahezu gleich der in Versuch 4 ist, so ist die grofe 
Loéslichkeit wieder der grOéBeren Loslichkeit des nicht stabilen 
Monokaliumurats zuzuschreiben. 

Die mit Harnsiiure und stabilem Monokaliumurat in wahrem 
Gleichgewicht sich befindende Losung hat zuerst wieder die 
konstanten Konzentrationen der nicht dissozilerten Verbindungen. 
Also sind wieder 1,363 X 10—+ nicht dissozierte Harnsiiure- 
molekeln pro Liter gelést. 

Kir Monokaliumurat gibt das Massenwirkungsgesetz: 

I | 
148 148 


x (1 — 0.948) K = x 0.948) . 


(Denn nach Gudzent ist in der gesiittigten wiisserigen LOsung 
eine Molekel Monokaliumurat in 148 1 gelost.) 
Die Konzentration des nicht dissoziierten Salzes ist 


/1 — 0,948 | 
( ) — 351 X 10-+. 


148 
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Nicht dissoziierte Molekeln im ganzen 
1,363 <x 10-* + 3,51 X 10-* = 4,873 xX 10~—* Mol. 

Wir wollen nun fiir die Wasserstoffionenkonzentration 

wieder eine (ziemlich willktirliche) Annahme machen und diese 
0,095 \2 

6640 ) 
= 10—%§  [U], also[U| = 0,00129 Mol. Im ganzen 4,873 « 10-* 
+ 12,9 X 10-* = 17,773 X 10-* Mol. oder 0,299 g Harn- 
sdure pro Liter. 

Den K,O-Gehalt wollen wir anniihernd aus der Aciditiit 
und dem Harnsduregehalt berechnen. Die Aciditiét pj = 6,80 
gibt uns zuerst die Menge K,O, die als Phosphat anwesend 
sein mub. Die Figur 2 gibt an, dah pro Liter 366 cem NaOH 
0.1131 normal, also 243,4 cem KOH 0,1701 normal bei einem 
pj; = 6,80 benotigt sind. Das sind 0,0207 Molekiile K,O pro Liter. 

Nehmen wir an, daB 17,773 X 10-* — 1,363 K 10-4 
Molekeln Kaliumurat pro Liter gelést sind, dafi also neben 
nicht dissozierter Harnsiure nur Kaliumurat geldst ist, so er- 
geben sich hieraus 8,2 X 10 * Molekeln K,O pro Liter. Im 
ganzen haben wir dann eine K,O-Konzentration von 0,02152 Mol. 
pro Liter. Die Gleichgewichtslésung wire dann gegeben durch 
folgende Zusammensetzung : 


gleich 6,80 setzen.') Wir haben dann wieder ( 


K,0 0,0215 Mol. 
HU 0,00178 >» 
P.O, 0,0146 » 
HO 5S, 


Und auf 100000 38,67 Mol. K,O, 3,20 Mol. Harnsdaure 
und 26,3 Mol. P.O,. 

Figur 9 gibt eine etwas schematische Darstellung der 
Loslichkeitskurven fiir Harnsiiture und Monokaliumurat (bei kon- 
stanter Phosphorséurekonzentration). Dem Punkte A entspricht 
die nonvariante Lésung im Gleichgewicht mit Harnsiiure und 
Monokaliumurat. Die Loéslichkeit der Harnsiure in der reinen 
Phosphorséurelésung ist durch C. gegeben. 

Versuch 8 gibt uns die Richtung der Loslichkeitskurve 


') 6,18 (Versuch 6) ist doch wohl eine entschieden zu hohe Aciditat. 
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des Monokaliumurats an. Die tibrigen Versuche sind auch in 
der Figur angegeben. 

Dabei springt die Ubersiittigung in Versuch 7 sofort in 
die Augen. Die Losungen der Versuche 1 und 2 liegen ziemlich 
auf der Harnsiiurekurve. Die Lésungen 4, 5, 6, 7, 9, 10 und 11 

RB: hatten alle mit Losung A 
po zusammenfallen sollen. 
| | Die Bedeutung der Figur 
| | = ist im tibrigen ganz der- 
| oe jenigen der Versuche mit 
| 24 den entsprechenden Na- 
| a triumverbindungen analog. 
0 Ate ae Wir wollen zum Schluf 
z noch die Resultate unserer 
Ole wenigen Versuche mit ver- 
| schieden  konzentrierten 
ne: | Fig 9 Lisungen von Dikalium- 
his) | a Jo! phosphat mitteilen. 


| Loslichkeitsversuche 
S | [ _| mit Dikaliumphosphat. 


| | Etwa 150 ¢ Dikalium- 
( | phosphat (Kahlbaum) 


S| ca om saeibeponats : 
' - wurden zu einem Liter 
—»> Harnsaure Molekeln . 
gelost. 





Analyse dieser Lésung: Phosphorsiurebestimmung : 
1. 9,12 g Lésung gaben 0,7662 g Mg,P,0,, also 5,356 °o P,O,. 
2. 9,295 » > 0.7808 » >» §,356°%o >» 

Kaliumoxydbestimmung: 

1. 10,695 g Lésung gaben 1,1735 g KCl, also 6,931 °/o K,O, 


= 


2. 10,980 » » 1,2036 > » » 6,921 °%o » 
Im Mittel 5,356 °%o P.O; und 6,926 °/o K,O. 


Auf 1000 g Losung 0,3773 Grammolekeln P,O, und 0,7351 
Molekeln K,O. Weiter wurde dasselbe Harnsaéurepraparat von 
den anderen Versuchen (Kahlbaum) verwendet. 


Folgende 6 Versuche wurden angestellt (immer bei 18°). 
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Versuch 1. 1,4010 g Harnséure, 182,32 g Wasser und 4,410 g der 
Dikaliumphosphatlésung 10 Tage geschiittelt. Nach Ablauf der Schiittel- 
zeit als Bodenkiérper Harnséiure und deutliche, ziemlich grofe mikro- 
skopische Nadeln. | 

Analyse der Endfliissigkeit: Harnséurebestimmung: 35,58 g Lésung, 
24,90 ccm H,SO, (0,09506 norm.), 19,10 cem NaOH (0,1070 norm., 1 ccm 
mit Methylnrange titriert 4aquivalent mit 1,135 ccm H,SO,), 0,3603 g Harn- 
siure pro 1000 g Lésung. 

Kaliumoxydbestimmung: 41,013 g Lésung gaben 0,0806 g KCl, also 
auf 1000 g Lésung 1,241 g K,O. 

Die feste Phase wurde abzentrifugiert, mit Alkohol-Wasser gewaschen, 
zum Schlufi mit absolutem Alkohol behandelt und getrocknet (60°). Die 
Analyse ergab folgendes: Harnsaurebestimmung: 0,1242 g, 36,10 ccm H,SO,, 
7,37 com NaOH, 89,2°0 Harnséure. K,O-Bestimmung: 0.2184 g gaben 
0.0310 g KCl, also 8,97°/o K,O. Das Molekularverhiltnis ist 0,5306 Mol. 
Harnséure und 0,0952 Mol. K,O. Aus dieser Analyse ergibt sich fiir die 
Zusammensetzung der Lisung 0,922 g K,O auf 1000 g Lésung. ') 

Versuch 2. 1,5996 g Harnséure, 177,765 g Wasser und 9,000 g 


= 


der Dikaliumphosphatlisung 10 Tage geschiittelt. Am Ende der Schiittel- 
zeit als Bodenkérper Harnsaurekrystalle, welche alle von einer anderen 
Masse umhiillt waren. 

Analyse der Endfliissigkeit: Harnséurebestimmung: 43,39 g Lisung, 
27,57 ccm H,SO,, 16,10 com NaOH, pro 1000 g Lésung 0,855 g Harnsiure. 

Kaliumoxydbestimmung: 42,871 g Lésung gaben 0,2095 g KCl, also 
auf 1000 g Lésung 3,087 g K,O. 

Versuch 3. 1,7364 g Harnsiure, 159,83 g Wasser und 17,27 g der 
Dikaliumphosphatlésung wihrend 10 Tage geschiittelt. Am Ende der 
Schiittelzeit bestand die feste Phase aus deutlichen Nadeln. Harnsiure 
war mikroskopisch nicht zu erkennen. 

Analyse der Endfliissigkeit: Harnsiurebestimmung: 49,755 g Lisung, 
20,19 com H,SO,, 15,11 ccm NaOH, also 0,2432 g Harnsiure pro 1000 g 
Losung. 

Kaliumoxydbestimmung: 29,852 g Losung gaben 0,2681 g KCl, also 
0,674 g K,O pro 1000 g Losung. 

Die feste Phase wurde auch analysiert wie oben. 0,1062 g, 30,80 ccm 
H,SO,, 6,92 cem NaOH, also 86,27 °/o Harnsiiure. Kaliumoxydbestimmung: 
0.2021 g gaben 0,0381 g KCI, also 11,91°/o K,O. Das molekulare Ver- 


1) Aus dem Harnsiiuregehalt der Lésung laft sich die Menge ungelister 
Harnséure berechnen, daraus ergibt sich die K,O0-Menge, die in die festen 
Phasen tibergegangen ist, und weil der urspriingliche gesamte K,O-Gehalt 
bekannt ist, kennt man auch den K,O-Gehalt der Lisung am Ende des 
Versuches. Fiir die Berechnung der molekularen Zusammensetzung der 
Lisung wurde woméglich von den Analysen der festen Phasen ausgegangen, 
weil diese wahrscheinlich zu den genauesten Resultaten fiihrten. 
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haltnis ist demnach: 0.5133 Mol. Harnséure auf 0,1264 Mol. K,O. Diese 
Zusammensetzung der festen Phasen gibt fiir den K,O-Gehalt der Lisung 
544 ¢ pro 1000 g¢ Lésung. 

Versuch 4. 1,5316 g Harnsaéure, 149,678 g Wasser und 27,085 g 
der Dikaliumphosphatlésung wihrend 10 Tagen geschiittelt. Am Ende der 
Schiittelzeit bestand die feste Phase aus deutlichen Nadeln. 

Analyse der Endfliissigkeit: Harnséurebestimmung: 58,61 g Liésung, 
20,00 com H,SO,. 13,51 cem NaOH, pro 1000 g Lésung 0.3175 g Harnsiiure. 

Kaliumoxydbesimmuug: 15,89 g Lisung gaben 0,2438 g KCI, also 
pro 1000 g Lésung 9,69 g K,O. 

Anlyse der festen Phasen: Harnsadurebestimmung: 0,0916 g, 32,90 ecm 
HSO,, 11,25 ceem NaOH, 87,76 °/o Harnsiiure. K,O-Bestimmung: 0,0862 g 
gaben 0,0152 g K,O, also 11,14°%o K,O0. Das molekulare Verhiiltnis ist 
0,522 Mol. Harnséiure auf 0,1182 Mol. K,0. Die Analyse der festen Phasen 
vibt fiir den K,O-Gehalt der Lésung 9,56 g K,O pro 1000 g. 

Versuch 5. 1,7646 ¢ Harnsiiure, 115.215 g Wasser und 82,975 § 
der Dikaliumphosphatlésung 10 Tage geschiittelt. Am Ende der Schiittel- 
zeit bestand die feste Phase aus sehr feinen Nadeln, die ganze Masse 
war zu einem gallertigen Gebilde zusammengeballt. 

Analyse der Endfliissigkeit: Harnsiurebestimmung: 52,98 g Lisung, 
20,19 cem H,SO,, 15,92 com NaOH, pro 1000 g Lésung 0,159 g Harnsiure. 

Kaliumoxydbestimmung: 4,513 g Lésung gaben 0,1990 g KCl, also 
27,86 ¢ K,O auf 1000 g Losung. 

Die Analyse der festen Phasen ergab folgendes: Harnséurebestim- 
mung: 0.0374 g, 15,03 cem H,SO,, 6,80 ccm NaOH, 78,05°/o Harnsaure: 
K,O-Bestimmung: 0,0274 g gaben 0,0084 g K,O, also 19,37°/o K,O. Das 
molekulare Verhiltnis ist 0,464 Mol. Harnséure und 0,2055 Mol. K,O. 
Diese Zusammensetzung gibt fiir den K,O-Gehalt der Liésung 26,87 g K,O 
pro L000 g.*) 

Versuch 6. 1,7775 g Harnséure, 30,607 g Wasser, 165,255 g der 
Dikaliumphosphatlésung 10 Tage geschiittelt. Am Ende der Schiittelzeit 
bestand die feste Phase aus sehr kleinen kugeligen Aggregaten mit an- 
scheinend radiiirerStruktur, mit Salzsiure gaben diese Harnsdurekrystiallchen. 

Analyse der Endfliissigkeit: Harnsiurebestimmung: 45,185 g Lésung, 
20,01 eem H,SO,, 16.90 cem NaOH, pro L000 g Lésung 0,0725 g Harnsdure. 

Kaliumoxydbestimmung: 2,9874 g Lésung gaben 0,2766 g KCl, also 
pro 1000 g Lésung 58,49 g K,O. 

Analyse der festen Phase. Harnséurebestimmung: 0,1723 g, 49,97 ccm 
H,SO,, 13,73 cem NaOH, Harnséiure 79,7°/o. K,O-Bestimmung: 0,3348 g 
gaben 0.1133 g¢ KCl, also 21,40°/o K,O. Das molekulare Verhaltnis ist 

') Also eine Differenz von 0,1°/o K,O. Diese Differenz ist bei der 
kleinen zur Analyse zur Verfiigung stehenden Menge der festen Phasen 


sehr geniigend,. 
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0,474 Mol. Harnsaéure auf 0,227 Mol. K,O. Diese Zusammensetzung gibt 
fiir die Lésung 56,20 g K,O auf 1000 g. Die Differenz ist hier gréfer 
(0,22 °c), die K,O-Bestimmung in der sehr phosphorsdurereichen Lésung 
hat wahrscheinlich zu einem zu hohen Wert gefiihrt. 

Zum SchluB sei mitgeteilt, dal die mit Alkohol-Wasser 
gewaschenen festen Phasen, welche sodann bei 60° getrocknet 
waren, mikroskopisch nicht die geringste Anderung zeigten. 
Folgende Tabelle gibt nun die Resultate der 6 Versuche. Der 
K,O-Gehalt der Lésung ist dabei aus der Zusammensetzung 
der festen Phase berechnet. Bei Versuch 2 wurde keine Ana- 
lyse der festen Phasen gemacht, die Zusammensetzung der 
Losung wurde hier aus der Analyse der Losung berechnet; 
nach Analogie mit den Versuchen 1 und 3 wurde dabei aber 
eine Korrektur angebracht, statt 3,087 pro tOOO g wurden 
2,32 g K,O pro 1000 g Lésung angenommen.') 


Tabelle VI. 











Zusammensetzung ; 
a, Zusammensetzung 
Taw der Lésung. sss ‘faccuoch lian 
Auf 100000 Molekeln | °°" “Sten Fhasen. | | 
such [> ———} Auf 1 Mol. Harn- Mikroskopisch 
Nr Mol. | Mol. Mol. siiure 
ea ao | Harn-| ,, , ; r 
K,O | siure PLO; Molekiile K,O 
1 17,65 3,85 16,07 0,18 Harnsiure und Nadeln 
9 Lhd 9.23 32.9 _ Harnsiiure mit einer an- 
deren Masse umhiillt 
3 105.0 2.63 66.9 0,25 Nadeln 
4 185.6 3,45 105.8 0.23 
) 5385,4 | 1,81 297,0 O44 sehr feine Nadeln 
e 1173.0 | 0.84 627.1 0.48 kleine Kugeln mit radi- 
adrer Struktur 











Die Projektionen der Versuche haben wir in Fig. 10 ein- 
getragen.?) Die Versuche 1, 2, 3 und 4 haben als zwei feste 
Phasen Harnsiiure und Monokaliumurat. Bei Versuch 2 ist 
aber sicher von einem Uleichgewicht nicht einmal die Rede, denn 
die Harnsiiurekrystalle waren alle von einer gallertigen Masse 


t) Also eine Korrektion von 0,08 °)0. 
2) In Figur 10 ist wieder wie in Fig. 8 die Ordinate stark verkleinert. 











398 W. E. Ringer, 


umhiillt. Aus den Analysen und aus der mikroskopischen Be- 
trachtung wiirde hervorgehen, dafh in den Versuchen 5 und 6 
nur eine feste Phase und zwar Monokaliumurat als Bodenkorper 
vorhanden war. Dann sind in der Figur die Punkte 5 und 6 
nur die Projektionen von zwei Punkten der Monokaliumurat- 
loslichkeitsfliiche, also sind es nicht die Projektionen von zwei 

Punkten der Schnittlinie der genannten Fliache 


wee mit der Dikaliumuratléslichkeitsfliche. Diese 
1100\_+— Schnittkurve und also auch deren Projektion 


ist also noch nicht bekannt. 

Wir haben in der Figur die Projektion 
aw — der Harnsiiure-Monokaliumuratkurve angedeu- 
tet, die gefundenen Harnsaéurekonzentrationen 
7 sind aber sicher zu hoch. Zu dieser Kurve 
od sehéren die Schnittpunkte der Harnsiiure- und 
600 Monokaliumuratl6éslichkeitskurven, welche fiir 
* eine: bestimmte P,O,-Konzentration gefunden 

werden, also auch der 
as bi: Punkt A aus Figur 9. 
PAU Fiir diesen Punkt wurde 
auf eine P,O.-Konzen- 
tration von 26,3 Mol. 
3,20 Mol. MHarnsiiure 
berechnet. 

Die Kurve CA wird 
in der Grundfliche des 
Tetraeders in dem Punkte, der die Zusammensetzung der Lésung 
im Gleichgewicht mit Harnséure und Monokaliumurat darstellt, 
anfangen. Dieser Punkt wird wohl, wie bei dem Natriumsystem, 
sehr nahe dem Loslichkeitspunkt der Harnsiiure in reinem Wasser 
gelegen sein. Auf der anderen Seite endet die Kurve CA dort, wo 
eine neue feste Phase hinzukommt; diese kann aber wohl nicht 
Dixaliumurat sein, denn Harnsiiure und Dikaliumurat sind wohl 
nie nebeneinander existenzfahig, aber es kann z. B. ein anderes 
Hydrat von Monokaliumurat oder auch Monokaliumphosphat sein. 

Von der Kurve Mono- und Dikaliumurat ist nichts bekannt, 
sie mul auf der Basis des Tetraeders dort, wo die Lésung 





HO a 
—> /unsaure Molekeln 





m ’ 2 
Uber Ausscheidung von Harnsiure usw. 399 


mit den zwei genannten Salzen in Gleichgewicht ist, anfangen: 
anderseits aber dort, wo eine neue feste Phase, sei es ein 
anderes Hydrat von z. B. Dikaliumurat, sei es Dinatriumphos- 


phat, auftritt, enden. 
Zusammenfassung. 


Zweck der Untersuchung war, tiber das Verhalten von 
Harnsaiure und den Natrium- und Kaliumuraten in LOsungen 
verschiedener Aciditiét in AnschluB an die Untersuchungen 
von His und Paul, Gudzent u. a., und unsere Untersuchungen 
iiber die Harnaciditiit niiher Kenntnis zu erhalten. 

Es wurde zuerst eine kurze Ubersicht tiber die Literatur 
gegeben. Aus den friheren Untersuchungen von Bensch, 
Bence Jones, William Roberts u.a. hatte sich ergeben, 
daf die Harnsiiure verschiedene Salze zu liefern imstande ist, 
und zwar kann ein oder kénnen zwei Wasserstoffatome der 
Harnséuremoiekel von Natrium- oder Kaliumatomen substi- 
tuiert werden. Von Ammoniak scheint das Diammoniumurat 
nicht leicht gebildet zu werden, vielleicht bestehen aber neben 
Monoammoniumurat noch andere Ammoniakverbindungen: 

3 NH,- 2 C;H,N,O, und 4 NH, - 3 C,H,N,Os. 

Auber diesen Uraten besteht eine dritte Art, welche auf 
zwei Harnsaéuremolekeln ein Atom Kalium oder Natrium (viel- 
leicht auch Ammonium) enthélt (Bence Jones, William 
Roberts); diese dritte Art liegt in dem sogenannten Sedi- 
mentum lateritium vor. 

Die Ausscheidung der Harnsiure in festem Zustand aus 
Losungen wird je nach Umstanden als Harnsiiure, als Quadri- 
urat, als Mono- oder als Dimetallurat stattfinden. 

Es fragt sich, aus welchen Lésungen die Harnsiiure als 
solche, bezw. als Quadriurat, bezw. als Mononatrium- resp. Mono- 
kaliumurat zum Vorschein kommt, weiter, wie gro die Harn- 
saureloslichkeiten in den verschiedenen Fiillen sind. 

Es war von vornherein zu erwarten, dal} die Aciditit der 
Losung einen bedeutenden Einfluf{ auf die Art der Harnsiiure- 
abscheidung, sowie auf die Harnsiiurelislichkeit haben wiirde. !) 


') Z.B. sei mitgeteilt, daf? ein durch reichlichen Gebrauch von 
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Man hat nun in den Phosphaten ein Mittel, die Aciditit 
einer LOsung beliebig zu variieren zwischen Grenzen, welche 
diejenigen, die im Organismus vorkommen, weit tiberragen. 
Im AnschluB an unsere friihere Untersuchung iiber die Aciditat 
von Phosphorsiiureldsungen, welchen steigende Mengen Alkali 
zugesetzt werden, haben wir nun versucht, das Verhalten der 
Harnsiiure in diesen Phosphatlésungen zu studieren. 

Vom Standpunkte der heterogenen Gleichgewichte gehort das 
System zu denjenigen mit vier Komponenten: als solche haben 
wir P,O.-, Na,O- (oder K,O-) Harnséure und Wasser gewihlt. 

Zuerst wurde aber bei konstanter Phosphorsiurekonzen- 
tration gearbeitet, sodafh das System als ein aus drei Kom- 
ponenten bestehendes aufgefafbt werden kann. 

Zu der graphischen Darstellung der Léslichkeitsverhilt- 
nisse wurde ein Tetraeder mit gradwinkliger Basis angenommen; 
die den geraden Raumwinkel bildenden Kanten wurden gleich 
gewiihlt. Die drei Kanten am geraden Winkel sind _ alle 
100000 Einheiten lang. Die Summe der drei Senkrechten von 
einem Punkte auf die drei den geraden Raumwinkel umgeben- 
den Fliichen, vermehrt um die Verliingerung einer der Senk- 
rechten bis zum Schnittpunkt mit der dem geraden Raumwinkel 
cegentiberliegenden Fliiche, ist dann immer 100000. Wir haben 
nun stets die Konzentrationen der LOsungen in Molekeln und 
zwar auf eine Gesamtsumme von 100000 berechnet. Die P,O.- 
Konzentration wurde dann senkrecht auf der Basis, die Harn- 
siiure-, sowie die Na,O- (resp. K,O-) Konzentration senkrecht 
zu den vertikalen Flachen, die den geraden Raumwinkel be- 
grenzen, gemessen, die Verliingerung einer dieser Senkrechten 
bis zu der dem geraden Raumwinkel gegentiberliegende Fliche 
cibt sodann die Wasserkonzentration. Die genannte Untersuchung 
bei konstanter Phosphorsiiurekonzentration bezieht sich also auf 
einen horizontalen, der betreffenden Phosphorsiurekonzentration 
entsprechenden Querschnitt durch das Tetraeder. 


Vichywasser alkalischer Harn nach dreiviertelstiindigem Schiitteln bei 18°, 
mit Harnsiiure pro Liter 0,819 g Harnséure liste. Ein normaler saurer 
Harn, bis zu demselben spezifischen Gewichte verdtinnt, liste in derselben 


Zeit (18°) nur 0,128 g pro Liter. 
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Nach der Phasenregel bilden nun beidiesen Vierkomponent- 
systemen die Punkte, die der Zusammensetzung von Losungen, 
welche mit einer festen Phase im Gleichgewicht sind, ent- 
sprechen, eine Flache; bei konstanter Phosphorsiiurekonzentra- 
tion also eine Kurve (die Schnittkurve der betreffenden Lés- 
lichkeitsflaiche mit der fiir die bestimmte Phosphorsiurekon- 
zentration angebrachten Schnittflache). Ferner bilden die Punkte, 
die der Zusammensetzung von Lodsungen, welche mit zwei 
festen Phasen im Gleichgewicht sind, entsprechen, eine Kurve; 
bei konstanter Phosphorséurekonzentration existiert somit nur 
eine einzige derartige Losung. 

Bei konstanter Phosphorséurekonzentration und zwar bei 
derselben, welche bei unseren friiheren Versuchen gebraucht 
wurde und die als eine mittlere Harnphosphorsiurekonzentration 
betrachtet werden kann, wurde nun eine Reihe von Loslich- 
keitsversuchen ausgefiihrt. 

Es zeigte sich hier, wie bei allen weiteren Versuchen, 
dafi die Harnsdure leicht zu Ubersiittigung Veranlassung gibt, 
anderseits bei liingerer Versuchsdauer, zumal bei Luftzutritt, 
aber leicht zersetzt wird. Die Ubersittigungserscheinungen 
werden wahrscheinlich zum Teil durch die metastabilen Lactam- 
urate (von Gudzent angegeben) erkiart. 

Versucht wurde bei der betreffenden Phosphorsiurekon- 
zentration (2,076 g P,O, pro Liter), die mit Harnsiure und 
Mononatriumurat in Gleichgewicht sich befindende Losung auf- 
zusuchen. Dabei wurde aber nicht dieselbe LOsung erhalten, wenn 
Losung von NaH,PO, mit Natriumurat oder Losung von Na,HPO, 
mit Harnsaure geschuttelt wurde. 

Deshalb wurde die Gleichgewichtslosung aus den Bestim- 
mungen und mit Hilfe der Gudzentschen und His und 
Paulschen Léslichkeitsbestimmungen berechnet. Auf LOQOOO 
Molekeln wurde die Zusammensetzung berechnet auf 34,2 Mol. 
Na,O, 1,76 Mol. Harnsiure, 26,3 Mol. P,O,. 

Da weiter die Loislichkeit der Harnsiure in der Na,O- 
freien Loésung (mit derselben Phosphorsiéurekonzentration) be- 
rechnet werden konnte und auch eine Loslichkeitsbestimmung 
des Mononatriumurats vorlag, konnten die  Loslichkeits- 
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kurven der Harnsiiure und des Mononatriumurats angegeben 
werden. 

Die Bedeutung des also erhaltenen Diagramms wurde 
besprochen, es wurde betont, dafi das ganze Verhalten der 
Lésungen dieser Phosphorsiurekonzentration in bezug auf die 
festen Phasen, welche zur Abscheidung kommen und die Menge 
derselben, sowie die Harnsiiuregehalte der Endlésungen sich 
mittels dieses Diagramms Voraus sagen lassen. 

Dasselbe wurde auch fiir die Kaliumverbindungen abge- 
leitet. Die Gleichgewichtslésung wurde hier berechnet auf 
38,67 Mol. K,O, 3,20 Mol. Harnsiéure und 26,3 Mol. P,O,. 

Die gefundenen Resultate geben nun eine Ubersicht tiber 
das Verhalten im Harn. Jedoch werden die Erscheinungen 
hier durch Anderungen im Phosphorsiuregehalt, durch das 
Auftreten von Neutralsalzen (z. B. NaCl), sowie von kolloidalen 
Bestandteilen wenigstens bisweilen weniger durchsichtig. Die 
kolloidalen Bestandteile kénnen die Verzégerungen bei der 
(ileichgewichtseinstellung, die auch ohne diese oft sehr be- 
deutend sind, noch merklich verstérken. 

Das im Harn so oft auftretende Sedimentum lateritium, 
das also wesentlich aus Quadriurat besteht, zeigte sich im 
System Natrium- oder Kaliumoxyd, Phosphorsiure, Harnsdaure 
und Wasser als metastabil, was durch spezielle Versuche be- 
stiitigt wurde. Im Harn zeigte es sich bisweilen etwas bestiindiger. 

Das Entstehen des Quadriurats wurde naher studiert und 
es zeigte sich, dab es oft in den Fallen, wo infolge schneller 
Abkiihlung eine ziemlich schnelle Harnsdureausfallung  statt- 
finden muf, zum Vorschein kommt. Auf diese Weise konnte 
es von Roberts kiinstlich dargestellt werden. Wir haben ge- 
zeigt, dab es durch Behandlung einer siedenden LOsung von Na- 
triumphosphat von einer Aciditiit wie diejenige der 3°/oigen 
KaliumacetatlOsung Roberts’, mit Harnséure, heii Filtrieren 
und Abktihlung ebensowohl bereitet werden kann. 

Ks lift sich noch auf eine andere Weise, die dem Ent- 
stehen im Harn wahrscheinlich nahe steht, darstellen. Eine 
auf 40° erwiéirmte Kaliumphosphatlésung von einer Aciditat, 
wie sie im mittelsauren Harn vorliegt, mit einer ziemlich starken 
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Monokaliumuratlésung, ebenfalls auf 40° erhitzt, vermischt, gibt 
beim Abkiihlen eine reichliche Abscheidung von Kalium- 
quadriurat. 

Es wurde weiter eine Reihe von Léslichkeitsversuchen 
im System Natriumoxyd-Harnsiure und Wasser ausgefiihrt. 
Hierdurch wurde die Léslichkeitskurve fiir das Mononatrium- 
urat liber eine ziemlich grole Strecke bestimmt. Es zeigte 
sich, daf das Dinatriumurat selbst bei verhiiltnismiébig stark 
alkalischen Lésungen als feste Phase nicht aultritt. 

Dann wurden Reihen von Ldslichkeitsbestimmungen bei 
verschiedenen Phosphorsiiurekonzentrationen ausgefiihrt, wo- 
durch der Verlauf der Loéslichkeitskurven fiir Harnsiiure neben 
Mononatrium (resp. Kalium) urat, und fiir Mono- neben Dinatrium- 


urat angedeutet werden konnte. 


Bemerkung zu den Arbeiten von E. Schulze und G. Trier: 
«Uber die in den Pflanzen vorkommenden Betaine> und 
«Uber das Stachydrin usw.». 

Von 
R. Engeland. 





(Der Redaktion zugegangen am 28, Juni 1910 


In einem am 10. Februar 1909 in der Gesellschaft zur Beforderung 
der gesamten Naturwissenschaften zu Marburg gehaltenen Vortrag, der 
im Mai 1909 im Druck erschienen ist, hatte ich auf die Méglichkeit der 
Entstehung des in den Pflanzen weitverbreiteten Betains und anderer 
methylierter Aminosdiuren aus den Spaltungsprodukten des Eiweifes hin- 
gewiesen. Diese Ansicht habe ich ferner in einer in den Berichten der 
deutschen chem. Gesellschaft erschienenen Arbeit‘) vertreten, gegeniiber 
der alten Anschauung der Entstehung aus dem Cholin des Lecithins. *) 
In einer Abhandlung, die im Oktoberheft des Archivs der Pharmacie ab- 
gedruckt ist,*) habe ich meine Anschauung des niheren ausgefiihrt und 





1) Ber. d. d. chem. Gesellsch. 1909, S. 2968 ff. 
*) Biochemie der Pflanzen von F, Czapek, Bd. Il, 5. 180. 
*) Archiv d. Pharmacie, Bd. CCXLYII, S. 463 
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die methylierten Aminosauren, namentlich das Betain und das Stachydrin, 
dessen Konstitution ich in eben jener Abhandlung festgelegt hatte, auch 
in Beziehung gebracht zu den Alkaloiden. Jetzt finde ich diese meine 
Anschauung neben anderen Erwigungen fast wortlich wieder in einem, 
in Bd. LXVII, Heft 1 dieser Zeitschrift erschienenen Aufsatz von E. Schulze 
und G. Trier: «Uber die in den Pflanzen vorkommenden Betaine». Es 
ist mir zwar sehr erfreulich, daf§ die beiden Autoren sich so riickhaltlos 
meiner Ansicht angeschlossen haben, ich vermisse nur eine Zitation, aus 
der zu ersehen wire, dafs der ihren Ausfiihrungen zugrunde liegende Ge- 
danke nicht von ihnen, sondern von mir stammt, und dafs$ ihnen meine 
Arbeiten recht genau bekannt waren, geht zur Geniige aus ihrer Arbeit 
«Uber das Stachydrin usw.» hervor. Diese Arbeit ist zum Teil der Auf- 
gabe gewidmet, die Konstitution des Stachydrins aufzukliren, und es fin- 
det sich auch darin die Angabe, dafi diese Aufgabe von den beiden Au- 
toren gelést sei. Diese Behauptung steht im Widerspruch mit den Tat- 
sachen. Die Konstitution des Stachydrins ist namlich, wie schon erwahnt, 
von mir zu einem viel friiheren Datum in einwandfreier Weise fest- 
gestellt worden.') Die Arbeit von E. Schulze und G. Trier ist also, 
soweit sie sich auf die Konstitution des Stachydrins bezieht, weiter nichts 
als eine Bestiitigung meiner Untersuchungen, was jedoch aus ihren An- 
gaben nicht zu ersehen ist. Das Vorgehen der beiden Autoren ist um so 
auffiilliger, als sie wegen einer von mir versehentlich unterlassenen Zi- 
tation einer von ihnen erfolgten Mitteilung gegen mich die heftigsten Vor- 
wiirfe erheben. Da sie dieselben schon frither woértlich an anderer Stelle 
ausgesprochen haben, werde ich mich dort noch eingehender damit 


befassen. 


') Archiv d. Pharmacie, Bd. CCXLVII, S. 463. 

*) Die vorliufige Mitteilung von E. Schulze und G. Trier (Diese 
Zeitschrift, Bd. LIX, S. 233) war mir leider véllig entgangen, Die Unter- 
stellung, daf mir dieselbe bei Abfassung meiner Arbeit bekannt gewesen 
ware, mufs ich aufs entschiedenste zuriickweisen. 


Berichtigung. 


Seite 139 des Bandes LXVI, Zeile 21 von oben muf es 
heifen, statt «eine 10°/oige Glycyl-l-tryptophanlésung» eine 
1°,oige Lésung. 

Seite 140 und folgende statt p-Aminotyrosin (Derivat des 
p-Tyrosins) Aminotyrosin. 




















Weiterer Beitrag zur Frage nach der Verwertung von tief 
abgebautem Eiwei8 im tierischen Organismus. 
XV. Mitteilung. 
Von 


Emil Abderhalden und Peter Rona. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule und der physiologisch- 
chemischen Abteilung des Urban-Krankenhauses, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Juni 1910.) 


Bei der Inangriffnahme der Fragestellung, ob der tierische 
Organismus imstande ist, mit den einfachsten Bausteinen der 
Proteine — den Aminosiuren — seinen Stickstoffstoffwechsel zu 
bestreiten, war in erster Linie der Beweis zu erbringen, dab 
die zur Verfiitterung gelangten, durch Fermente abgebauten 
Proteine wirklich restlos bis zu Aminosiiuren gespalten waren. 
Der eine von uns hat wiederholt darauf hingewiesen, dab das 
Kehlen der Biuretreaktion nicht als Beweis fiir eine vollstindige 
Spaltung angesehen werden darf, ja es kann die Biuretreaktion 
fehlen und nur ein ganz geringer Teil von Aminosiiuren ab- 
gespalten sein.') Bei jedem einzelnen Versuche, die alle in 
dieser Zeitschrift verdffentlicht worden sind, ist das Verdauungs- 
produkt aus Casein resp. Fleisch eingehend auf seinen Gehalt 
an «Peptonen» resp. «Polypeptiden» gepriift worden. Dieser 
Teil der ganzen Untersuchung war mit der zeitraubendste und 
miihsamste. Um in jedem einzelnen Fall Garantie fiir eine 
einheitliche Durchfiihrung der Priifung auf etwa noch gebundene 
Aminosauren zu haben, hat der eine von uns (Abderhalden) 
diesen Teil der Versuche stets selbst ausgefiihrt. In jedem 
Falle wurde zuniichst mit Phosphorwolframsaure gefillt, und 
zwar verdiinnten wir das Verdauungsgemisch mit Wasser, bis 





') Emil Abderhalden und O. Prym, Studien tiber Leberautolyse, 
Diese Zeitschrift, Bd. LIII, S. 320, 1907. 
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sein Gehalt an festen Bestandteilen 1°/o betrug. Der Nieder- 
schlag wurde mit der hydraulischen Presse ausgepreft. Nun 
verarbeiteten wir Filtrat und Niederschlag fiir sich. Das Filtrat 
wurde in zwei Hilften geteilt, nachdem die iberschiissige 
Phosphorwolframsiiure und danach der Uberschu8 an Baryt 
entfernt worden war. Die eine Hialfte verdampften wir zur 
Trockene. Der Riickstand wurde verestert. Wir bestimmten 
dann den Gehalt an destillierbaren Estern. Die andere Halfte 
des Filtrates des Phosphorwolframsiureniederschlages dampften 
wir gleichfalls zur Trockene ein. Den Riickstand nahmen wir 
mit der fiinffachen Menge rauchender Salzsiiure auf und kochten 
10 Stunden am _ RiickfluBkiihler. Schlieflich veresterten wir 
auch hier und bestimmten die destillierbaren Ester unter gleichen 
Bedingungen wie zuvor. In vielen Fallen haben wir auch ent- 
sprechende Mengen des angewandten Proteins in der tiblichen 
Weise der totalen Hydrolyse unterworfen und dann ebenfalls 
die destillierbaren Ester gewogen. Wir fanden ausnahmlos, 
daf anniihernd dieselben Mengen an Monoaminosaurester er- 
halten wurden, gleichgiiltig, ob wir Proteine direkt mit rauchender 
Salzsiiure resp. 25°/oiger Schwefelséure hydrolysierten, oder ob 
wir mit Fermenten — Pepsin, Trypsin, Erepsin — abbauten. 
Endlich haben wir noch jedesmal den Phosphorwolframsaure- 
niederschlag auf vorhandene Monoaminosauren gepriift, nachdem 
wir ihn mit Baryt zerlegt und die organische Substanz schlief- 
lich mit rauchender Salzsiiure gekocht hatten. Wir erhielten 
nur Spuren von Monoaminosiureester. Ferner war die Fallung 
mit Phosphorwolframsiéure im Verdauungsgemisch eher geringer 
als im Hydrolysat, das wir durch 2Ostiindiges Kochen von 
Protein mit 25°/oiger Schwefelsiure erhalten hatten. 

Diese Resultate berechtigten zum Schlusse, dafi die von 
uns verwendeten Priparate praktisch vollstandig bis zu Amino- 
siiuren abgebaut waren. Da in allen Versuchen, die im Institute 
des einen von uns ausgefiihrt worden sind, wenn nicht spezielle 
Fragen verfolgt wurden, stets geringe Stickstoffmengen ver- 
fiittert wurden, so daf die Tiere sich in der Nahe des Stick- 
stoffminimums befanden, so wiirde selbst ein Gehalt von 5 bis 
10°/) an Produkten, die noch Aminosauren gebunden enthalten, 
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nichts ausgemacht haben, d. h. die Versuchstiere hiitten ihren 
Stickstoff- resp. Eiweifistoffwechsel niemals aus diesen Pro- 
dukten allein bestreiten kénnen. Nach unseren reichen Er- 
fahrungen ist es jedoch ganz ausgeschlossen, dal} auch nur 
wenige Prozente an derartigen Produkten in unseren Priiparaten 
vorhanden waren. Es sei auch noch auf den Versuch hinge- 
wiesen, bei dem es gelang, den Stickstoffstoffwechsel mit durch 
Schwefelsiure total abgebautem Eiweif zu bestreiten. !) 

Nun hat S6rensen eine Methode angegeben, die nach 
seinen Erfahrungen es gestattet, die Frage, ob in einem Ge- 
misch von Abbauprodukten aus Eiweif neben Aminoséuren noch 
«Polypeptide» vorhanden sind, scharf zu entscheiden. Wirhaben, 
um unsere auf dem oben erwiihnten Wege erhaltenen Befunde 
zu kontrollieren, eine Anzahl von zu unseren Versuchen ver- 
wendeten Praparaten mit Hilfe der Formoltitrierung untersucht. 
Die erhaltenen Resultate fiihren zum Schlusse, dai unsere 
Verdauungsprodukte ausnahmslos vollstindig abgebaut 
waren. Die Priparate A, A, und C, 1—6, waren durch Ver- 
dauung von Fleisch gewonnen worden und dienten zu Stoff- 
wechselversuchen. Die einzelnen Werte zeigen, zu welch ihn- 
lichen Praéparaten man bei ganz gleichartiger Durchfiihrung 
der Versuche in allen Einzelheiten gelangt. Die Praparate 7 
und 8 (Rindfleisch) sind von den Farbwerken Meister Lucius 
& Briining, Hochst a. M., dargestellt worden. Auch diese sind 
vollstandig abgebaut. 

Experimenteller Teil. 

Die Bestimmung erfolgte ganz genau nach den Vorschriften 
von Sérensen. Vgl. Biochem. Zeitschrift, bd. VII, 5. 407 (1908) 
[S. P. L. Sérensen und H. Jessen Hansen, Uber die Aus- 
fiihrung der Formoltitrierung in stark farbigen Fliissigkeiten| 
und diese Zeitschrift, Bd. LIV, S. 406 (1908) [V. Henriques, 
Die EiweifBsynthese im tierischen Organismus'. 

5 g Substanz wurden in 120 ccm !10-n-Salzsiure gelost, 
1 Stunde auf dem Wasserbad erwarmt, dann 2 ccm 2-n-Baryum- 
chloridl6sung zugesetzt. Nun wurde filtriert. Nach dem Ab- 


1) Vgl. Mitteil. XII (Emil Abderhalden und Fidel Glamser), 
Diese Zeitschrift, Bd. LXV, S. 285, 1910). 
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kiihlen wurden zwei Portionen zu je 50 ccm (A und B) genau 
abgemessen. Portion B wird nun in einer geraumigen Porzellan- 
schale mit 50 cem konzentrierter Salzsiiure (D. 1,19) mdglichst 
stark eingedampft, dann noch einmal mit 50 cem Salzsiure 
versetzt, wieder moéglichst stark eingedampft, der fast trockene 
Riickstand mit 50 ccm Wasser versetzt, wie vorher einge- 
dampft, schlieblich der Riickstand in 25 cem kohlensaurefreiem 
Wasser geldst, in einen 50-ccm-Mebkolben filtriert und mit 
kohlensiiurefreiem Wasser bis zur Marke aufgefiillt. — Die 
Formoltitrierung wird in je 25 ccm von A und B ausgefiihrt, 
nachdem diese durch Behandlung mit 4 ccm 2-n-BaCl,-Losung 
und 20 cem !/3-n-Silbernitratl6sung entfiirbt worden waren. Die 
auf 50,2 cem aufgefiillten L6sungen wurden filtriert, zur Titration 
je 20 eem (gleich 10 ccm der urspriinglichen Lésung) abge- 
nommen (Indikator Phenolphthalein). Die Differenz der freien 
Salzsiiure in beiden Proben wurde aus der Differenz des Chlor- 
gehaltes ermittelt und in Rechnung gezogen. 














Verbraucht auf 10 ccm 
vor der HCl-Wirkung nach der HCl-Wirkung 
ccm '/5s-n-Lauge 

Priiparat A 16,70 | 16,80 
A, 17,78 | 17.50 

C 17,00 | 16,45 

i. 18,50 | 17,90 
4 18,90 | 18.00 
3. 18,45 18,35 
4. 18,83 | 18,40 
5. 18,60 | 17,90 
6, 17.48 | 17,30 
7. 18,55 | 17,70 
8. 18,70 | 18,15 





Wie aus der Tabelle ersichtlich ist, ergab die Formol- 
titration vor und nach der Salzséurebehandlung im Praparat A, 
dann in Nr. 3, 6, 7 praktisch identische Werte. In den anderen 
Fallen war die verbrauchte Laugenmenge nach der Séure- 
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wirkung stets geringer als vor derselben. Dies ist nach 
Sorensen’) auf die sekundire Spaltung bei der Eindampfung 
mit Salzsiure zuriickzuftihren, wobei fliichtige Siituren sich der 
Formoltitrierung entziehen. Diese Differenzen entsprechen in 
den Praparaten A,, C, 1, 2, 4, 5 und 8 beziehungsweise 4,7, 
8,9, 9,1, 10,6, 8,7, 9,7, 7,6°}0 N auf den gesamten Stickstoff- 
gehalt der betreffenden Fliissigkeit berechnet. 


Nachtrag bei der Korrektur. 


Nach Abschlufi dieser Untersuchung erschien eine Mit- 
teilung von V. Henriques und J. K. Gjaldbik «Uber quan- 
titative Bestimmung der im Proteine oder in dessen Abbau- 
produkten vorhandenen Peptidbindungen»,*) in welcher die 
oben mitgeteilte Methode so modifiziert ist, dai die beiden 
Fehlerquellen derselben: eventuell mangelhafte Hydrolyse bei 
nur zweimaligem Abdampfen mit konzentrierter Nalzsiiure und 
die Verluste an fliichtigen Séuren beim Abdampfen vermieden 
werden. Es lag uns nun ob, auch nach diesem modifizierten 
Verfahren unsere Priiparate zu priifen, wobei wir uns wiederum 
streng an die Vorschriften von Henriques und Gjaldbik 
hielten. Etwa 5 g des zu untersuchenden Priiparates lOsten 
wir in 100 ccm Wasser und bestimmten in 5 ccm der Losung 
den Stickstoffgehalt nach Kjeldahl. Nun wurden 25 ccm der 
Losung nach moglichst genauer Neutralisierung gegen Lackmus- 
papier auf 200 ccm verdiinnt. In 40 ccm dieser Losung be- 
stimmten wir dann das Ammoniak nach Kriger-Reich- 
Schittenhelm. Andere 40 ecm wurden zur Formoltitrierung 
benutzt. — 25 ccm der urspriinglichen Lésung wurden gleich- 
zeitig 6 Stunden lang tiber freier Flamme mit 25 cem kon- 
zentrierter Salzsiiure gekocht, nachdem wir uns_ iberzeugt 
hatten, daB ein lingeres Kochen mit Salzsiiure die Menge des 
Aminosiurestickstoffs nicht vermehrt ;*) dann wurde die dunkel- 
braune Fliissigkeit auf dem Wasserbade bis zur Trockene ein- 


1) Biochem. Zeitschrift, Bd. VII, S. 419 (1908). — Diese Zeitschrift, 
Bd. LIV, S. 411 (1908). 

2) Diese Zeitschrift, Bd. LXVII, 8. 8 (1910). 

5) Vgl. hierzu Henriques, I. c. S. 20, 21. 
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gedampft, der Riickstand mit Wasser in einen 100 cem-Mef- 
kolben gebracht, mit Silbernitrat entfarbt und bis 100,2 ccm 
aufgefiillt. 50 ccm vom Filtrat wurden nun in einem 100 ccm- 
Kolben nach genauer Neutralisierung gegen Lackmuspapier bis 
zur Marke verdiinnt, 40 ccm zur Ammoniakbestimmung, 40 cem 
zur Formoltitrierung verwandt. 

Die Ergebnisse der Untersuchung sind in der folgenden 
Tabelle zusammengestellt. 














Ge- |A = Ammoniakstickstoff +- Aminostickstoff, bestimmt 
saat durch Formoltitrierung. 
sam'-1B = Ammoniakstickstoff, bestimmt durch Vakuum- 























N destillation. 
— C = A —B = Aminostickstoff. (Milligramm N.) 
i ee ae we 6 Stund. mit 20 °/oiger Salzsiure 
- gekocht; darauf eingedampft 
mT aT it Tn ae SS 
Priparat A| 28,70] 19,32 | 3,09 | 1623] 19,88 | 336 | 16,52 
> Aj] 27,83] 19,13 | 3,64 | 1549] 19,74 | 3,73 | 16,01 
» C1] 31,22] 2086) 364 | 17,22] 21,70 | 434 | 17.36 
> 1 | 25,06] 2198) 364 17,64] 2145 | 392 | 17,53 
» 2 | 24,44] 17,36 288 14,48] 17,64 3,10 | 14,54 
, 38] 29,73] 2100! 355 | 1745] 2184 | 3,78 | 18,06 
4 | 32,98] 21,98 | 3,72 | 18,26] 22,12 3.83 | 18,29 
» 5 | 30,71] 20,44 | 3,73 | 16,71] 20,86 | 3,78 | 17,08 
6 | 33,32] 21,00 3.58 | 1742] 21,56 | 420 | 17,36 
7 | s220] 2184 381 | 1803] 2212 | 390 | 18,22 
» 8 | 35,28] 24,92 | 3,64 | 2128] 25,20 | 3,78 | 21,42 





Die nach der friiheren Methode gewonnenen Resultate 
erfahren hiermit eine Bestatigung. Die geringen Vermehrungen 
des Aminosiiurestickstoffes nach der Behandlung mit Salzsaure 
erreichen selbst in den ungiinstigsten Fallen (Praparat A,, 3, 5) 
nicht 0,56 mg N, eine Stickstoffmenge, die noch innerhalb der 
Fehlergrenzen der Methode liegt. In den meisten anderen 
Fiillen sind die Differenzen zwischen den Werten fiir den 
Aminosiurestickstoff noch geringer. 

Wir kommen somit zu dem Schlusse, da8 die zu den 
Versuchen mit tief abgebauten Proteinen verwendeten Priparate 
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praktisch vollstandig bis zu Aminosiiuren abgebaut waren. Im 
Gegensatz zu Henriques und Gjaldbiék hat sich gezeigt, 
daB es leicht gelingt, durch kombinierte Verdauung von Pro- 
teinen und speziell von Fleisch mit Pepsinsalzsiiure, Trypsin 
und Erepsin eine vollstiindige Hydrolyse herbeizufiihren. Nach 
neueren Erfahrungen geniigt schon eine Verdauung von 3 
bis 4 Wochen. Wahrscheinlich werden geeignete Versuchs- 
bedingungen einen noch rascheren Abbau erméglichen. Uber 
die Resultate dieser Versuche soll demniichst berichtet werden. 








Der baktericide Wert des Thymols. 
Von 
Ernst Willy Schmidt. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiolog. Instituts in Jena.) 





Der Redaktion zugegangen am 30. Juni 1910.) 


Fibrinverdauungsversuche, die ich mit Trypsin und Papay- 
otin angesetzt hatte, nahmen des Ofteren einen anormalen 
Verlauf, trotzdem dem Verdauungsgemische reichliche Mengen 
pulverisierten Thymols als Desinficiens beigegeben waren. Ein- 
mal aufmerksam geworden, wurden von mir nicht nur die 
Verdauungsgemische, die schon rein duferlich durch ihren 
heftigen Faulnisgeruch auf eine Verunreinigung durch Bakterien 
hinwiesen, einer mikroskopischen Kontrolle unterzogen, sondern 
auch der Inhalt der Versuchsgefabe auf Bakterien gepriift, der 
seinem Aussehen und chemischen Verhalten nach scheinbar 
steril geblieben war. Es stellte sich dann heraus, daf in allen 
Verdauungsgemischen mit Thymol, die schwach alkalische Re- 
aktion zeigten, lebende Bakterien in wechselnder Anzahl vor- 
handen waren. Die darauf eingeleiteten Untersuchungen iiber 
den baktericiden Wert des Thymols, mit besonderer Beriick- 
sichtigung seiner Bedeutung als Desinficiens bei enzymologischen 
Arbeiten, fiihrten zu dem tiberraschenden Resultate, dafi das 
Thymol als ein vollkommen unzureichendes Desinficiens zu be- 
zeichnen ist. Die im Verlauf dieser Arbeit mitgeteilten Tat- 
sachen sollen die experimentelle Grundlage fiir obige Behaup- 
tung erbringen. 

Das Thymol wurde 1875 von Lewin!) als «ein anti- 
septisches und antifermentatives Mittel» eingefiihrt. Dieser 
ersten Mitteilung folgte die eigentliche experimentelle Begriin- 
dung:?) «Das Thymol ein Antisepticum und Antifermentativum. » 
Von dieser Zeit an erfreute sich das Thymol wachsender 


‘) Lewin, Zentralblatt f. die med. Wissenschaften 1875, S. 324. 
*) Lewin, Virchows Archiv 1875, Bd. 65, S. 164. 
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Beliebtheit, seiner beguemen Verwendungsart wegen und seiner 
Vorztige halber gegeniiber dem Chloroform und dem Phenol, 
die neben dem Toluol und dem Fluornatrium wohl die giingigsten 
Antiseptica bei biochemischen Arbeiten vorstellen.!) Wenn man 
beginnt, in neuester Zeit die Anwendung des Thymols etwas 
einzuschrinken, so hat das darin seinen Grund, daf} nach 
einigen Angaben?) das Thymol die Fermente in ihrer physio- 
logischen Wertigkeit etwas herabsetzt, die Intensitit ihrer Wir- 
kungsweise abgeschwiicht wird. 

Die Art der Verwendung des Thymols*) zur Ausschaltung 
der Zelltatigkeit ist nach den verschiedensten Angaben in Lehr- 
und Handbiichern‘) immer die gleich einfache: «Die Krystalle 





1) A. J. J. Vandevelde (Antiseptica bei Enzymuntersuchungen, 
Biochem. Zeitschr., 1907, Bd. III, S. 315) empfiehlt an Stelle der oben 
senannten Gifte eine Auflisung von 0,4 g Jodoform in Keton. 

7) Kaufmann, Einfluf{$ von Protoplasmagiften auf die Trypsin- 
verdauung (Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 434). 

Oppenheimer, Die Fermente, 1910, Spezieller Teil, S. 197. 
Euler, Grundlagen und Ergebnisse der Pflanzenchemie, 1909, 
Il. Teil, S. 78. 

5) Es handelt sich hier immer um wisserige Thymollésungen. Die 
sehr befriedigend ausgefallenen Versuche, die desinfizierende Kraft des 
Thymols durch AufschliefKen mittels Seifen zu erhéhen und so wiisserige 
Loésungen in beliebig konzentrierter Form zu erhalten, tangieren den Zweck 
dieser Arbeit nicht und kann deshalb hier nur darauf verwiesen werden. 
Es sei nur kurz erwahnt, daf§ es Laubenheimer gelang, mit wasserigen 
Lésungen zu arbeiten, die einen Gehalt von 1°o Thymol aufwiesen. 
Als Lésungsmittel diente sulforicinsaures Natrium bezw. dioxystearin- 
saures Kalium (Kurt Laubenheimer, Phenol und seine Derivate als 
Desinfektionsmittel. Habilitationsschrift, Gieflen 1909, S. 98). Wiihrend 
das Thymol nur in einem Verhaltnis von 1: 1200 bei 15° C. Wasser 
léslich ist, 1: 900 heifs gesattigt. (Beilstein, Handb. d. organ. Chemie, 
1896, Bd. Il, S. 796.) 

*) Lafar, Handbuch der techn. Mykologie, 1904—07, Bd. I, 8. 544. 
Hammarsten, Lehrbuch der physiol. Chemie, 1907, S. 392. 
Fuhrmann, Vorlesungen iiber Bakterienenzyme, 1907, S. 20, 

23, 25, 28, 30, 33 usw. 

Tigerstedt, Handbuch der physiolog. Methodik, 1908, Bd. II, S. 58. 

Abderhalden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden, 
1910, Bd. Ill, 1. Halfte, S. 14, 190. 

Kunkel, Handbuch der Toxikologie, 1901, S, 538. 
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werden in kleinen Stiickchen oder pulverisiert in willktirlichen 
Mengen in die zu desinfizierende F liissigkeit eingetragen. Manche 
Autoren verfahren genauer, indem die Verdauungsfliissigkeit 
oder das Nahrsubstrat mit Thymol heii gesittigt und vom 
ungeldsten Riickstand abfiltriert wird. So basieren die Methoden 
zum Nachweise proteolytischer Enzyme von Fermi!) und 
Schouten?) auf der Sattigung von Gelatine mit Thymol. AuBer- 
dem wird Thymol noch in alkoholischer Lésung angewandt. 
Bei dieser Anwendungsweise ist neben der Wirkung des Thymols 
auch die baktericide und fermentschadigende Wirkung des 
Alkohols zu bericksichtigen. 

Neben der grundlegenden Lewinschen Arbeit, auf die 
weiter unten niher eingegangen werden soll, finden sich zer- 
streut in der Literatur noch einige experimentelle Daten, die 
auf die Wirkung dieses Giftes Bakterien und Hefen gegen- 
iiber Bezug haben. Koch®) gibt an, da’ Thymol noch in einer 
Verdiinnung von 1: 80000 das Wachstum der Milzbrandbazillen 
behindere. Nach E. Bernacki*) ist Thymol das starkste Hefe- 
gift unter den von ihm gepriiften Stoffen (Benzoesdure, Salicyl- 
siiure, Carbol, Resorcin, Pyrogallol, Chloralhydrat). Wahrend 
die schwiichste Giirung aufhebende Konzentration des Thymols 
1: 3000 sein soll, ist die des Chloralhydrates 1: 25. Fischer®) 
fiihrt aus, da 0,3°/o Thymol®) in 3 Stunden sporenfreie Bak- 
terienzellen tote. 


') Fermi, Weitere Untersuchungen tiber die tryptischen Enzyme 
der Mikroorganismen. (Archiv f. Hygiene 1892, Bd. XIV; zitiert nach Fuhr- 
mann, l.c., S. 125. 

*) Schouten, Zittingsverlag koninkl. Akademie van Wetenschapen, 
Amsterdam, van 30. Mart 1900. Vgl. auch 

F. A. F. Went, Uber den Einfluf{ der Nahrung auf die Enzym- 
bildung usw. (Jahrb. f. w. Bot., 1901, Bd. XXXVI, 5S. 656). | 

*) R. Koch, Mitteilungen aus dem kaiserl. Gesundheitsamte, 1881, 
Bd. I, 8S. 271. 

*) E. Bernacki, Uber die Eigenschaften der Antiseptica usw. 
(Arch. f. d. ges. Phys., 1891, S. 128); vgl. aber dazu Ducleaux, Traité 
de Microbiologie, 1900, Tome III, S. 504—507. 

’) A. Fischer, Vorlesungen iiber Bakterien, 1903, S. 119. 

®) Wahrscheinlich wohl 0,3°/o in Form einer alkoholischen Thymol- 
l6sung, da Thymol in H,0 nur 1: 1200 léslich ist. (Beilstein, 1. c.) 
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Diese Angaben haben zu der scheinbar berechtigten Mei- 
nung gefiihrt, das Thymol sei ein absolut sicheres Desinficiens. 
Dagegen sind nur vereinzelt, und meist anhangsweise erwiihnt, 
Beobachtungen bekannt geworden, die zu einer gegenteiligen 
Ansicht hatten fiihren miissen, Tatsachen, die aber anscheinend 
keine weitere Beachtung gefunden haben. So die Angaben bei 
Kaufmann, Vandevelde und Strafbburger. 

Vandevelde') setzte zu 25 ccm Milch 0,1 g Thymol in Pulver- 
form, die Milch war nach sechs Tagen mit Bakterien infiziert. Strafh- 
burger?) versuchte Thymol zur Darmdesinfektion beim Menschen zu 
benutzen, die Bakterienmengen in Faeces blieben jedoch unbeeinfluft. 
Kaufmann?) bemerkt, dafs gréf—ere Mengen von Bakterien (in seinem 
Falle Bakterien aus dem Stuhl einer darmgesunden Patientin) durch 
Thymol (und auch Chloroform, Toluol und Fluornatrium !} wohl geschadigt, 
aber binnen 24 Stunden nicht abget6tet waren. Kaufmann versetzte 
Bouillionkulturen mit Thymolwasser, brachte die Eprouvetten auf 24 Stunden 
in den Brutschrank und impfte nach dieser Zeit auf Agar iiber, auf dem 
dann bald ein lebhaftes Wachstum der Bakterien vor sich ging. Die 
Bakterien waren demnach am Leben geblieben wahrend der 24stiindigen 
EKinwirkung des Thymols; sie schienen nur gehemmt, da sie auf dem 
Naihragar, dem das Gift fehlle, sogleich anfingen zu wachsen. 

Nach meinen spiter mitzuteilenden Versuchen mul ich 
diesen Befund dahin erkliren, dai die Hemmung nur eine schein- 
bare war. Wiire einerseits dem Nihragar Thymol zugesetzt 
worden, anderseits der Versuch mit den Bouillonthymolwasser- 
kulturen auf etwas lingere Zeit ausgedehnt worden, so hitte 
sich nicht das Scheinresultat einer deutlichen Hemmung der 
Bakterien durch Thymolwasserzusatz ergeben. 

Wenn nun das Thymol auch keinen Totungswert fiir 
sporenfreie Bakterien besitzen sollte, so bliebe es, falls ihm ein 
ausgesprochener Hemmungswert tatsichlich zukime, dennoch 
recht brauchbar. 

Aber schon aus der oben zitierten Vandeveldeschen 
Notiz (Wachstum von Bakterien in mit Thymol desinfizierter 
Milch nach 6 Tagen) geht hervor, daB zum mindesten von einer 
dauernden Hemmung nicht zu sprechen ist. 

1) Vandevelde, I. c., S. 318. 

*) Strahburger, zitiert nach Gehrhardt, Die Darmfaulnis (Er- 
gebn. der Physiolog., 1904, Bd. Ill, I. Abt., S. 153.) 

3) Kaufmann, Il. c., S. 453. 
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Nunmehr miissen aber zunichst die Lewinschen Faul- 
nisversuche diskutiert werden, die so bedeutsam geworden sind 
fiir die Auffassung des Thymols als antiseptisches Mittel. Im 
Anschlufi daran werden dann die eigenen Untersuchungen ihre 
Darstellung finden. 

Lewins Arbeit gliedert sich in die «Versuche tiber den 
Einflufi des Thymols auf die Gahrung», «<tiber den Einflub des 
Thymols auf die Féulnis» und «tiber die Wirkung des Thymols 
auf den Tierk6rper». Hier interessieren nur die Resultate aus 
den Versuchen tiber den Einflu§B des Thymols auf die Faulnis. 
Die Versuchsanordnung war folgende: je 20 ccm mit Wasser 
ausgefiillten filtrierten Hiihnereiweibes wurden versetzt mit A 
20 cem H,O) bezw. B (20 ccm Thymollésung (1 : 1000) ). Die 
Fliissigkeit in B erwies sich noch nach 10 Wochen langem 
Stehen in offenen Gefiiben als klar und roch nach Thymol, 
withrend dagegen in A «der ganze Inhalt des Glases in eine 
dickfliissige furchtbar stinkende Masse verwandelt war, die das- 
selbe mikroskopische Bild (Bakterien) wie am 8. Tage lieferte>». 
In weiteren Versuchen wurde dieselbe Anordnung gewahlt, nur 
anstatt 20 ecm 60 cem Hiihnereiweif. Schon nach 7 Tagen 
war die thymolfreie Lésung gefault, wahrend wiederum in 
der mit Thymol versetzten Eiweiblésung erst nach 7 Wochen 
zahlreiche Bakterien nachgewiesen werden konnten. 

Dann wurde der Dotter von je einem Ei in zwei offene 
Schalen gegossen und A 50 ccm H,O, B 50 cem Thymollésung 
hinzugefiigt. Wiihrend nach 9 Tagen der Inhalt der Schale A 
eingetrocknet ist und einen widerlichen Geruch verbreitet, 
lift die Thymolfliissigkeit, ohne Féulnisgeruch zu zeigen, viele 
Bakterien erkennen; duferlich ist weiter keine Veranderung vor 
sich gegangen. Der Thymolgeruch ist nach 13 Tagen ver- 
schwunden. — Es folgen noch weitere Versuche, die alle im 
Prinzip das Gleiche aussagen: Die Thymollésung erwies sich 
in allen Fiéillen als ein auBerordentlich intensiv wirkendes Hemm- 
nis fiir das Aufkommen von Bakterien. Am _ auffilligsten er- 
scheint das Verhalten der Bakterien in den Eiweifloésungen. 
(Lewin experimentierte weiterhin noch mit putridem Eiter, 


Harn, Leim usw.) 
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Wie war es nun modglich, daf in den Lewinschen Ver- 
suchen das Eiweif bei dem Thymolzusatz so schwer faulte, 
wihrend in meinen eingangs erwihnten Kulturen mit Fibrin, 
also auch einem nativen Eiweibkérper, bei Anwesenheit von 
Thymol die Faulnis so schnell von statten ging? Bakterien 
waren auch in den Lewinschen Gefiiben geniigend vorhanden, 
aber erst nach Wochen trat eine langsame Entwicklung ein. 
Dieser positive Ausfall der Versuche Lewins — positiv im 
Sinne einer bakterienhemmenden Wertigkeit des Thymols — 
diirfte vor allem darin liegen, dai die Versuche bei Zimmer- 
temperatur angestellt zu sein scheinen. (L. macht keine An- 
gaben dariiber.) In mehr optimaler Temperatur (ca. 25-—30° C. 
fiir die meisten Faulnisbakterien) wiren gewiblich die Ergeb- 
nisse etwas andere gewesen. Dann aber diirfte in der Ver- 
wendung von nativem Eiweifi, wie es in dem benutzten Oval- 
bumin vorlag, ein weiterer Grund zu suchen sein fiir die 
scheinbar fiulnishemmende Wirkung des Thymols (besonders 
bei Temperaturen von 15—18° C.). Da Hiihnereiweif schwer 
angreifbar ist fiir Bakterien, wird eine Schwiichung der Viru- 
lenz der Bakterien sich natiirlich dem Hiihnereiweih gegentiber 
besonders stark geltend machen. Das Hiihnereiweif} wird durch 
die Bakterien erst dadurch eine gut ausnutzbare Nihrquelle, 
da; absterbende Bakterien ihre Endoenzyme abgeben und das 
native Eiweif zu leicht verwertbaren Albumosen und Peptonen 
machen. Wird von vornherein durch Zusatz von Pepton fir 
giinstige Ernahrungsverhiiltnisse der Bakterien gesorgt, so wird 
auch trotz Thymolzusatz das Hiihnereiweif angegriffen. 

Die in Tabelle la und Ib zusammengestellten Versuche 
erliutern das Gesagte. 

Es wurde demnach das EiweiB trotz Sattigung mit Thymol- 
vasser bei Peptonzusatz in allen Fallen angegriffen, leichter, 
wenn mit der Erde oder den Erbsen eine Menge Bakterien- 
keime in die Fliissigkeit eingebracht wurden, etwas langsamer, 
wenn nur Luftinfektion und Verunreinigung durch die nicht 
sterilen KulturgefiiBe, Fliissigkeiten usw. in Betracht kamen. 
Aber auch samtliche Zylinderinhalte in den verschiedensten 
Modifikationen ohne Thymol faulten keineswegs schneller, sondern 
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20 ccm Hiihnereiweifi + 50 ccm gesiattigten Thymolwassers. 
(Dauer des Versuches 48 Stunden.) 








Art der Zusitze 


Laboratoriums- 
temperatur: 
tags 16° C., 

nachts 10—12° C. 


Brutschrank, 


konstant 25° C, 





Je 2 Zylinder mit Erde, 
ohne Pepton 

Je 2 Zylinder mit Erbsen, 
ohne Pepton 


Je 2 Zylinder mit Erde, 
mit Pepton 

Je 2 Zylinder mit Erbsen,| 
mit Pepton 


Je 1 Zylinder, unge- 
impft, ohne Pepton 


Je 1 Zylinder, unge- 
impft, mit Pepton 








keine Verainderung 


leicht getriibt, | 
keine Kahmhaut 


getribt, keine 
Kahmhaut 


keine Verinderung | 


Tabelle Ib. 


nach 24 Stunden noch voll- 
kommen klar, nach 48 Stun- 


den besonders im Erbsen- 


zylinder schwache Triibung 


{nach 24 Stunden schon Trii- 
bung, besonders im Erbsen- 
zylinder, obwohl Thymol- 
geruch noch vorherrscht, 
teilweise Féulnisgeruch. 
Nach 48 Stunden starke 
Kahmhaut in allen Zylin- 
dern, Erbsenzylinder zeig- 





ten typischen Fiiulnisgeruch 
klar 


getriibt, Kahmhaut, Geruch 
nach Thymol 


Dasselbe, ohne Thymolzusatz. 


Je 2 Zylinder mit Erde,! 
ohne Pepton 
Je 2 Zylinder mit Erbsen, 
ohne Pepton 
Je 2 Zylinder mit Erde, 
mit Pepton 
Je 2Zylinder mit Erbsen, 
mit Pepton 
Je 1 Zylinder, unge- 
impft, ohne Pepton 
Je 1 Zylinder, unge- 
impft, mit Pepton 





keine Verainderung 


von den thymol- 

haltigen Gefafen 

nicht zu unter- 
scheiden 


keine Verainderung 


schwache Triibung, doch 
kein Faulnisgeruch 


Faulnis, besonders in den 
Erbsengefafien 





keine Verainderung 


triibe, leichter Faulnis- 
geruch, Kahmhaut 
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waren, waren sie nicht etikettiert gewesen, von den thymol- 
haltigen GefiBen (die sich allerdings durch ihren Geruch noch 
kennzeichneten) nicht zu unterscheiden. Nach einer Woche 
wurden die im Brutschrank stehenden Kulturen wegen ihres 
intensiven Fiiulnisgeruches entfernt, wahrend die im relativ 
kalten Laboratoriumsraum aufbewahrten Gefiife wenig Fort- 
schritte in der Féulnis gemacht hatten; immerhin wiesen je- 
doch die mit Pepton beschickten Gliser (mit und ohne Thymol- 
zusatz) nunmehr Fiulnisgeruch auf, wiéhrend in den anderen 
GefaBen, obwohl tiberall Bakterien vorhanden waren, der Thymol- 
geruch vorherrschte. Das Hiihnereiweif in H,O ohne jeglichen 
Zusatz (kein Thymol, keine Erde oder Erbsen, kein Pepton) 
war wie das Hihnereiweii mit Thymolwasser (keine Erde oder 
Erbsen. kein Pepton) schlieBlich am wenigsten veriindert. 

Durch diese Versuche wird auch der scheinbare Wider- 
spruch zwischen den Befunden Lewins und meinen Befunden 
aufgeklart. Thymol wirkt nur dann ausgesprochen hemmend 
auf die Entwicklung von Bakterien, wenn diese schlecht er- 
nihrt sind. Die nativen Eiweifkorper sind keine giinstigen Niihr- 
boden fiir Bakterien. Wird durch gleichzeitig vorhandene Ver- 
dauungsfermente eine Umwandlung der nativen Eiweifstoffe in 
Albumosen usw. herbeigefiihrt, so entsteht ein guter Niihrboden 
und die hemmende Wirkung des Thymols kommt nicht mehr 
zur Geltung. 

.Nachdem so im allgemeinen festgestellt war, dal bei 
giinstigen Ernahrungsbedingungen dem Thymol keine stiirkere 
bakterienhemmende Wirkung zukommt, wurde das Verhalten 
der Bakterien gegeniiber Thymol genauer studiert. Zunichst 
wurden die dem Fibrin anhaftenden Bakterien untersucht. Das 
verwandte Fibrin war in der tblichen Weise unter Glycerin 
aufbewahrt. Die einzelnen zur Verwendung gelangenden Flocken 
wurden jedesmal grundlich ausgewaschen, um das Glycerin 
wieder zu entfernen. Das Fibrin als solches war asteril; auch 
der Aufenthalt in Giycerin vermochte, wie ja bekannt, anhaf- 
tende Bakterien nicht abzutéten. Fibrin, das durch miafiges 
Auspressen unter aseptischen Kautelen vom _ iiberschiissigen 
Glycerin befreit, in steriles Verdauungsalkali eingebracht wurde, 
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war nach 24 Stunden bei 30° C. regelmaBig gelést. Je iilter 
das Fibrin, d. h. je langer es in Glycerin gelegen hatte, je 
schneller ging der Auflésungsprozefi vor sich. Die mikrosko- 
pische Kontrolle ergab reichliche Bakterienanwesenheit. Nach 
4% Stunden war meistens Fiéulnis eingetreten. Dieses also 
schon von Bakterien infizierte Fibrin ward nun in Erlen- 
meyer-Kolben mit schwacher Verdauungssalzsaure (0,2°/o HCl) 
und schwachem Verdauungsalkali (0,15°/o Na,CO,) gebracht: 
die Kolben erhielten einen groBen Uberschu8 von Thymol in 
Krystallform. (Tabelle IL.) 


Tabelle IL. 








F Fibrin aus — : 
Zusatz . Nach 24 Stunden bei 25° C. 


Glycerin 





05° Thymol salzsauer Fibrin stark gequollen, doch keine Verdauung 
. alkalisch Fibrin geldst, intensive Biuretreaktion, Kahmhaut 
- salzsauer dasselbe wie bei 0,5°.» Thymol 

1° o Thymol . : 

alkalisch > » 0,5 %7/o 

Lebende Bakterien waren auch in den sauer reagierenden 
F'liissigkeiten nachzuweisen, doch schien hier die schwache 
Siiure schon zur Hemmung auszureichen. 

Der gleiche Versuch wurde wiederholt mit ganz frischem 
Fibrin (das vorher benutzte hatte etwa 4 Wochen in Glycerin 
gelegen): auch wurde die Verdauungsfliissigkeit mit Thymol 
gesiittigt, anstatt Beigabe von Krystallen. In diesem Versuche 
dauerte die Losung der Fibrinflocke bei alkalischer Reaktion 
etwas liinger. Immerhin war nach 36 Stunden Aufenthalt im 
Brutschrank das Fibrin ebenfalls gelést, die Fliissigkeit in 
einigen Kélbchen schmutzig griin gefarbt. In schwach salz- 
saurer LOsung blieb das Fibrin, abgesehen von der stets ein- 
tretenden Quellung, unverindert. Die mikroskopische Unter- 
suchung lief mindestens zwei verschiedene Bakterienarten 
deutlich erkennen. Auch in diesem Falle also hinderte das 
Thymol keineswegs die Entwicklung der Bakterien. 
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Des weiteren geht aus diesem Versuche hervor, dah 
lingere Zeit in Glycerin aufbewahrtes Fibrin den Bakterien 
leichter zuginglich ist, da anscheinend das Fibrin in dem 
Glycerin einem langsamen bakteriellen Spaltungsprozef unter- 
worfen ist, sodafi Spuren von Peptonen und Albumosen zur 
Vorernahrung der Bakterien in den Verdauungsgemischen wohl 
schon vorhanden sind. Daf auch ganz frisches Fibrin aus 
Glycerin ebenfalls angegriffen wird, steht in nur scheinbarem 
Gegensatz zu dem friher anlaéBlich der Hiihnereiweifiversuche 
Ausgefiihrten. Denn es haftet, trotz sorgfiiltigen Wiisserns, dem 
Fibrin immer noch etwas Glycerin an, das fiir die meisten 
Bakterien grofen Niihrwert besitzt. 

Zur selben Zeit unternommene Verdauungsversuche mit 
Papayotin, die mit dem gleichen frischen Fibrin angestellt 
worden waren, ergaben trotz des Thymolzusatzes in der alkalisch 
gehaltenen Reihe lebhaftes Bakterienwachstum. 

In einigen Kélbchen war die Spaltung des Fibrins bis zur Indol- 
und Skatolbildung vorgeschritten, wie an dem duferst intensiven Fiéulnis- 
geruch schon ersichtlich war. Auch hier nahm der Inhalt einiger Kélbchen 
eine griinliche Farbung an; in anderen Gefafien wurde die Fliissigkeit 
mehr rostrot. Die Bakterienentwicklung war eine auferordentlich starke; 
in einem Kolben entstand eine dicke schmutzigweife Kahmhaut, gebildet 
von einem grofen. stibchenformigen Bakterium. Die Nitrosoindolreaktion 
war in den schon durch ihren Geruch gekennzeichneten Kolben positiv. 

Auf Grund dieser Tatsachen wurde zuniichst erwogen, 
ob das Papayotin etwa die Bakterien vor dem Thymol schiutzt. 
Dieses ist jedoch keineswegs der Fall, wie der folgende Ver- 
such besagt. 


Fibrin in thymolgesattigtem Verdauungsalkali. 
gleiches Resultat, in beiden starke Bakterienentwick- 


A. mit Papayotin | Poh nes 
lung, nur war bei A. das Fibrin natiirlich schneller 


B. ohne > | i 
gelost. 

Ein Teil der Reihe A war nach 36stiindigem Aufenthalt im Brut- 
schrank (25° C.) in ein fast schwarze Fliissigkeit verwandelt mit heftigem 
Faulnisgeruch. Die Schnelligkeit der Faulnis des Fibrins in gesiattigter 
Thymollisung bei Anwesenheit von Papayotin erinnert an das Ergebnis 
des I. Versuches, wo das Pepton gewissermafen als kraftige Vorernahrung 
zum Angriff auf das Eiweifi diente. Die Stelle des Peptons vertritt in 


diesem Falle das durch das Ferment abgebaute Eiweif. 
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Daf das Papayotin (Praparate von Merck, Schuchardt, 
Kénig), wie auch andere Enzympraparate (Trypsin, Pankreatin, 
Pepsin) in H,O gelist ohne Zusatz irgend eines Niahrstoffes, 
sehr wohl geeignet sind, lebhafte Bakterienentwicklung anzu- 
regen, geht aus einem dieserhalb eingeleiteten Versuche hervor. 


Tabelle III. 


EinflufS von Bakterien auf Fermente in gesattigtem Thymolwasser 
nach 24 Stunden bei 25° C. 











Art der Geimpft mit Bacillus Reaktionen 
. Geimpft mit Erde adios 

Fermente fluorescens liq. ') fl Le Erde 

Papayotin | starke Tribung, be- Fliissigkeit leicht Biuret 
ginnende Griinfarbung |schaumig, triibe. Geruch} schwach 

(nach 48 Stunden in-] nach Thymol (nach } Tryptophan 
tensiv gefirbt). Geruch]| 48 Stunden Faulnis- 
deutlich nach Thymol geruch) 

Trypsin | klar, Bodensatz (nach | klar, starke Kahmhaut Biuret 
48 Stunden ebenfalls (nach 48 Stunden Tryptophan 
griinlich gefarbt, doch | beginnende Fiaulnis) 

Entwicklung weit hinter 
Papayotin zuriick) 

Pankreatin gelbliche Triibung, aihnlich, doch keine Biuret 
Kahmhaut, Fruchtester-| Kahmhaut (nach Tryptophan 
geruch (nach48 Stunden} 48 Stunden Fiulnis- 

riesige Bakterienent- erscheinungen, die 
wicklung), spiter sehr intensiv 
Spiiter Faulnis wurden) 
Pepsin schwache Triibung, keine sichtbare Ver- Biuret 
Bodensatz ainderung Trypto-| 
(nach 48 Stunden phan | 
beginnende Triibung) 














') Der Bacillus fluorescens liquefaciens — weiter unten wird naher 
darauf einzugehen sein — stammt aus einem der oben genannten griin- 


lich gefarbten Kélbchen ; 


er lag aber erst in Rohkultur vor, so dafs das 


Verfaulen des Pankreatins in dem letzten Versuche nicht auf die Tatigkeit 
dieser Bakterie zu setzen sein diirfte. 
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Dasselbe Endergebnis, starke Bakterienentwicklung und 
teils (samtliche mit Erde geimpften Kulturen) Fiiulnis, trat auch 
bei Laboratoriumstemperatur ein, nur betriichtlich langsamer. 

Inwieweit die Fermente infolge von Fiiulnis durch Bak- 
terien in ihrer Wirkungsweise geschwicht oder ob sie gar ganz 
zerstort werden, das eingehender zu untersuchen, lag nicht in 
dem Rahmen dieser Arbeit. 

Vom Pepsin wies Papasotiriou') nach, daf es durch bakterielle 
Zersetzung zerst6rt wird. Vom Papayotin kann ich dieses auch aussagen. 
Papayotin (Schuchardt), das in 0,15°/o Na,CO, gelést wurde und klar 
filtriert unter Thymolzusatz mit Bakterien eine Woche bei 25° C. gefault 
war, hatte keine proteolytische Wirkung mehr auf Fibrinflocken, nachdem 
die Bakterien vermittelst Filtration unter Druck durch eine Berkefeld- 
filterkerze entfernt waren. Dagegen war das «Pankreatinpriparat» *) auch 
nach kriftiger Bakterieneinwirkung noch aktiv. 

Es erhob sich die Frage, ob sich das seltsame Verhalten 
der Bakterien zu Thymol nicht aus der Anwesenheit von Pep- 
tonen im Uberschu8 in den Verdauungsgemischen usw. er- 
klaren liefe, etwa indem das kolloidal geléste Pepton die kry- 
stalloidal gelésten Thymolmolekeln einhiillt, sodafi nunmehr das 
Thymolpeptongemisch physikalisch-chemisch ein scheinbar ein- 
heitliches Kolloidsystem darstellt, das physiologisch als ungiftig 
fiir die Bakterien zu bezeichnen ware. 

Die Herabsetzung der Wertigkeit von Metallgiften in Peptonlésungen 
ist ja bekannt; der Lésungszustand dieser Gifte wird durch das Pepton 
anscheinend verdndert. Der Lésungszustand des Thymols wird jedoch 
in Pepton in keiner Weise veriandert. 

Dafi ein Enzym, in unserem Falle Papayotin, keine «Schutz- 
wirkung» ausiibt, ergab der oben mitgeteilte Versuch. Immer- 
hin befand sich das Papayotin nur in grofBer Verdiinnung in 
der Losung, entsprechend den geringen Mengen zugesetzten 
Fermentes. 

Um mit einer typischen kolloidalen Emulsionsl0sung zu 
arbeiten, wurde Witte-Pepton, meist 10°/o, benutzt. In einer 


') Papasotiriou, Einige Beobachtungen tiber den Einflu$ von 
Bakteriea auf Pepsin (Arch. f. Hyg., 1906, Bd. LVII, S. 269.) 

?) Vom Trypsin erwahnt Fischer (Vorl. tiber Bakt., 1. c., 5S. 123), 
dafi kraftige Lésungen, die nicht aseptisch gemacht sind, von Bakterien 
iberwuchert werden. 


20* 
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Vergleichsreihe war der Peptonstickstoff durch Ammonstickstoff 
ersetzt. Die Néhrldsungen hatten folgende Zusammensetzung: 


1000 ccm H,O 
20 » Knopsche Nihrlésung | beide Lésungen 


100 g Pepton heifi gesattigt mit 
oder Thymol. 
1000 cem H,O Geimpft mit 
10 g Ammoniumtartrat Erde. 





5 » Traubenzucker 

Beiden Reihen parallel lief ein Kontrollversuch ohne Thymol. 

Aus der Tabelle IV geht hervor, dai das Pepton als 
Schutzstoff nicht in Frage kommt. 


Tabelle IV. 














eee Resultat nach Resultat nach 48 Stunden 
i cS 4uUy j P - | ‘ i ‘ 
° | 24 Stunden bei 25° C. | bei 25° C, 
a) Peptonwasser mit Kahmhaut, leichte | schwiarzlichgriine Triibung, 
Thymol Triibung, Geruch nach | Faulnisgeruch 
Thymol | 
: — | 
b) Peptonwasser | dasselbe, die Kahmhaut | dasselbe 
ohne Thymol _erscheint ein wenig | 
stairker 


c) Ammoniumtartrat schwache Triibung, _milchige Triibung, iiber der 
mit Thymol Geruch nach Thymol | Erde schwiirzliche Wolken. 
'Fruchtestergeruch. Fliissig- 

| keit hat etwas geschiumt 


{ 
| 


d) Ammoniumtartrat | dasselbe _apfelsinenfarbige Triibung, 
ohne Thymol | | leicht schaumig, kein 


Geruch 


Die Kulturen a und b zeigten intensive Indolreaktion. 

Das gleiche Resultat ergab ein Versuch, bei dem anstatt 
mit Erde die Nihrlésung mit Bacillus fluorescens liquaefaciens 
geimpft war. 

Auch diese Versuche wurden tibrigens sowohl wieder bei 


Zimmertemperatur als auch bei 25° C. ausgefiihrt. 

Der Ausfall war im Endresultat, Faulnis der peptonhaltigen L6- 
sungen, der gleiche, nur war natiirlich eine zeitliche Differenz entsprechend 
den Temperaturunterschieden zu verzeichnen. Wahrend die Kulturen bei 
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25° C. nach spitestens 48 Stunden Faulniserscheinungen aufwiesen, wurde 
dieser Effekt bei Zimmertemperatur zumeist erst nach einer Woche er- 
reicht. Entwicklung von Bakterien war jedoch in beiden Kulturreihen 
von Anfang an zu konstatieren, was schon makroskopisch in der frith- 
zeitigen mehr oder weniger starken Ausbildung einer Kahmhaut zum 
Ausdruck kam, 

Diese Versuche mit den Pepton- bezw. Ammoniumtartrat- 
l6sungen unter Thymolzusatz wurden noch einmal wiederholt 
mit der Abiinderung, daB nach Beigabe der Erdpartikelchen 
das Ganze kurz aufgekocht wurde. 

Aber auch in diesem Falle verfaulten regelmifig die Liésungen 
von Pepton, und die Ammoniumtartratlésungen zeigten intensives Bakterien- 
wachstum. (Kahmhautbildung, Triibung.) Die mikroskopische Kontrolle 
wies auch hier wiederum, wie in allen anderen Fallen, verschiedene be- 
wegliche Bakterienarten von héchster vitaler Energie nach. 

Also auch das Pepton hiingt ursiichlich nicht mit der 
eigenartigen Resistenz der Bakterien gegen dieses Protoplasma- 
gift zusammen, sondern es ist zur Evidenz erwiesen, 
daB eben das Thymol als Gift im physiologischen Sinne 
fiir die hier benutzten Bakterienspezies nicht in Frage 
kommt, weder als Antisepticum (tétend), noch als Des- 
inficiens (hemmend), wenn es, wie es in praxi stets 
der Fall ist, Medien keimfrei halten soll, die zugleich 
einen guten Naihrboden fiir Bakterien abgeben. 

In der bakteriologischen Literatur finden sich nun eine 
ganze Anzahl von Angaben tiber die Anpassungsfihigkeit von 
Bakterien an Gifte, obzwar eine erbliche Fixierung der Giftigkeit 
von irgend einer Spezies nicht festgestellt ist. Immerhin kénnte 
es sich in unserem Falle um eine in der Kultur neu erworbene 
Eigenschaft handeln, die mit der Entfernung des eigenschaft- 
iindernden Agens (des Thymols) dann wieder zum Verschwinden 
zu bringen sein mute. Diese Annahme bestiitigte sich je- 
doch nicht. 

Es wurden zu verschiedenen Malen «Passagekuliuren» angelegt, 
indem reinkultivierte Bakterien (Bacillus fluorescens liquefaciens) aus 
thymolhaltigen Medien in thymolfreie Nahrldsungen iibergeimpft und 
eine Zeitlang in diesen Substraten weiterkultiviert wurden, um erst dann 
wieder als Testobjekte fiir Thymolresistenz zu dienen. Aber auch in 
diesen Fallen erwiesen sich die Bakterien als thymolhart. Uberdies be- 
gegnen ja schon die Kulturen mit Erde- und Erbsenzusatz (also mil 
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Material, das nie mit Thymol in Beriihrung gekommen war) diesen Ein- 


wendungen. 
Ein Versuch sei hierbei noch angefiihrt: 300 ccm einer 


5°/oigen Peptonloésung, die zuvor heii mit Thymol gesittigt 
und nach dem Erkalten klar filtriert worden war, wurde mit 
Erdpartikelchen geimpft. Nach einer Woche (bei 25° C.) hatte 
sich eine michtige Kahmhaut gebildet, die einen Durchmesser 
von ca. 12 cm und eine Dicke von ca. 0,5 mm aufwies. Die 
Nahrlésung war getriibt, Thymolgeruch herrschte noch vor. 

Gerade die schon so oft verzeichnete Kahmhaut macht 
die Tatsache der Thymolresistenz noch ratselhafter, denn nach 
Metcalf!) muf ein Stoff, der die Oberflichenspannung eines 
Losungsmittels herabsetzt, sich an der Oberfliche ansammeln. 
Da nun organische Stoffe die Oberflachenspannung zumeist er- 
niedrigen, so miiBte man annehmen, dafi die Peptonlésung an 
der Oberflache die gréSte Thymolkonzentration habe. Gerade 
an der Qberfliiche aber haben die in diesen Versuchen be- 
nutzten Bakterien ihre gréfte Vegetationsbreite. 

Ferner lieBe sich noch argumentieren: Die vegetativen 
}akterienformen, die in der zu den Impfzwecken verwendeten 
Erde enthalten sind, werden zunachst von dem Thymol ge- 
hemmt, aber nicht getétet. Nach einer Art kurzen Inkubations- 
stadiums ist ihr protoplasmatisches System auf das Gift ein- 
gestellt und die Entwicklung geht vor sich. Whuirde jedoch 
das Gift diesen anfangs hemmenden Charakter haben, dann 
diirften die in der Erde vorhandenen Spuren nicht zur Keimung 
gelangen (oder zum mindesten doch nicht so schnell). Wiirde 
also unter dieser Annahme das Nihrlésungsthymolgemisch mit 
der Erde zusammen gekocht, so wiirden die vegetativen Stabchen 
vernichtet, die sporogenen Formen aber blieben erhalten, doch 
ihr Auskeimen wiirde durch das Gift verhindert. Die Losungen 
blieben also unverdndert. Wie der schon angefiihrte Versuch 
lehrte, ist dies nicht der Fall: die Sporen keimen sogleich aus 
und erregen normalerweise die Faulnis. 

Alle Versuche wurden bisher in wasserigen Medien an- 
gestellt; wie verhalt sich nun Agar-Agar und Gelatine zu Thymol ? 


') Zitiert nach Euler, |. ¢., S. 38. 
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Werden diese organischen Hydrogele durch Thymol ausreichend 
vor Bakterienvegetation geschiitzt? Wie es nach den Resul- 
taten der vorhergehenden Versuche nicht anders zu erwarten 
war: Auch Agar und Gelatine werden durch Thymolzusatz 


nicht desinfiziert. 
Um einen Uberblick tiber die. verschiedenen Bakterien- 


arten zu gewinnen, die in den Kulturen vorlagen, wurden Thymol- 
agar und Thymolgelatineplattenkulturen angelegt, wobei dann 
gleichzeitig das Verhalten der Bakterien in diesen Medien unter- 


sucht werden konnte. 
Die Zusammensetzung der Substrate war: 
10°/o Gelatine bezw. 2°/o Agar-Agar 
+ 2°  Pepton + 20°. Knopsche Nahrlésung 
+ Thymol. 

Die Gelatine (bezw. Agar) ward in gesittigtem Thymolwasser auf- 
gelést, gekocht und klar filtriert. Als Vergleich wurden Lisungen ohne 
Thymol auf die gleiche Weise hergestellt. Die bei 30° C. fliissig gehal- 
tenen Agar- und Gelatinréhrchen wurden je mit einem Tropfen (Platinése) 
eines Bakteriengemisches aus Erde und Glycerinfibrin beschickt und zu 
Platten ausgezogen. Die Agarpetrischalen standen bei 25° C., die Gelatine- 
platten bei Zimmertemperatur. 

Es konnte auf allen Platten (mit und ohne Thymol) ein 
gleichmibiges Auswachsen der Bakterien zu Kolonien beob- 
achtet werden. Bei Agar aber schlechter als bei Gelatine. 
Die Gelatinekulturen waren sehr dicht; in der thymolfreien wie 
in der thymolhaltigen Schale trat gleichmabig Verfliissigung ein. 

Auf den Platten war deutlich ersichtlich, daf§ eine farbstoffbildende 
Bakterie weitaus vorherrschte, besonders auf Gelatine. Die Platten waren 
nach zwei Wochen (Zimmertemperatur) verfliissigt und intensiv griin ge- 
firbt. Dieselbe Farbung war auch mit der Zeit in den meisten der alten 
Fliissigkeitskulturen die vorherrschende geworden. 

Die genauere Speziesdiagnose (so weil eine solche zur- 
zeit tberhaupt durchfiihrbar ist an asporogenen Formen) er- 
gab dann, daf es sich aller Wahrscheinlichkeit nach um Ba- 
cillus fluorescens liquefaciens Fltiigge handelt. ') 

Die Produktion eines tiefblauen Farbstoffes der untersuchten Bak- 
terie auf Agar deutet ja mehr auf Bacillus pyocyaneus; aber auch Ba- 
cillus fluorescens liquefaciens bildet oft auf Agar einen mehr blauen 





') Migula, System der Bakterien, 1900, Bd. II, S. 886. 
Matzuschita, Bakteriologische Diagnostik, 1902, S. 132. 
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Farbstoff, zu dem diirfte eine sichere Trennung dieser beiden Bakterien- 
arten (falls man sie als Arten gelten lassen will‘) auf Grund ihrer Farb- 
stoffbildung) schwer durchfiihrbar sein. 

Daneben konnte sehr oft Bacillus vulgaris (Hauser) Mi- 
gula*) (Bacillus proteus vulgaris Hauser) nachgewiesen wer- 
den. Er herrschte besonders in den mit Erde und Erbsen in- 
fizierten Kulturen vielfach vor. AuBerordentlich kriiftige und 
schone Formen traten in faulendem «Pankreatin» auf. In den 
verschiedenen Thymolkulturen konnten in keiner Zeit irgend 
welche Erscheinungen von Involution festgestellt werden. (Die 
Kulturen standen zum Teil 6 Wochen.) Stets war das mikro- 
skopische Bild das gleiche: Doppelstaébchen bewegten sich mit 
grober Geschwindigkeit zappelnd durch das Gesichtsfeld: in 
allen zur Beobachtung gelangenden Fiillen konnte die fiir diese 
Bakterienform so charakteristische auferordentliche Lebhaftig- 
keit und Mannigfaltigkeit der Bewegungen festgestellt werden. 

Auber den Plattenkulturen wurden noch Reagenzrohr- 
stichkulturen angelegt. Es wurde sowohl mit Reinkulturen ge- 
arbeitet, als auch aus siimtlichen angesetzten Versuchen in 
ThymolgelatinerGhrchen iibergeimpft. 

Alle Kulturen wurden am Nordfenster des Laboratoriums aufge- 
stellt. Schon nach 2 Tagen zeigte sich in der tiberwiegenden Mehrzahl 
der Kulturen ein Auswachsen des Stichkanals; nach weileren zwei Tagen 
war in allen Rodhrchen ein Wachstum zu erkennen. Als der Versuch 
sistiert wurde (nach 2 Wochen), war ein grofer Teil der Rdhrchen 
verfliissigt, die verfliissigten Kulturen waren tiberwiegend griin gefirbt. 
Die zur Kontrolle angestellten Kulturen ohne Thymol ergaben dasselbe 
Bild. Besonders hervorzuheben ist bei diesem Versuch, dafs auch die 
Bakterien in den iltesten Kulturen (ca. 8 Wochen) bei Thymolzusatz 
nicht abgestorben waren, sondern sofort, auf Thymolgelatine ibergeimpft, 
weiler wuchsen. 

Neben den mit Thymol gesiittigter Gelatine wurden Versuche 
mit der Uberschichtung von Thymolkrystallen durch Gelatine und 
der Herstellung von Thymolsuspensionen in Gelatine gemacht.’ ) 

') Vgl. Handbuth der technischen Mykologie, 1904, Bd. III, S$. 92 
und Lehmann u. Neumann, Bakteriologische Diagnostik, 1904, S. 315. 

2) Migula, lI. c., S. 707. 

Matzuschita, I. c. S. 72. 

*) Hierbei traten eigenartige Erscheinungen auf. Da Thymol seinen 

Schmelzpunkt bei 51,5° C. hat, so gelingt es, Suspensionen in heifer 
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Es wuchsen nun in Suspensionen von Thymol wie in 
den dem Thymol tiberschichteten Gelatine Bakterien. Auch in 
Agarthymolsuspensionen wuchsen die Bakterien. Kine Gelatine- 
stichkultur, iiber einem grofien Thymolkrystall angelegt, wirkt 
iiuberst demonstrativ: Der von oben bis unten gut bewachsene 
Stichkanal steht direkt auf dem Krystall, von oben, wo schon 
Verfliissigung eingetreten ist, nach unten trichterfOrmig spitz 
zulaufend. 

Die Reihe der Versuche zur Feststellung des baktericiden 
Wertes des Thymols beschlossen mikroskopische Beobachtungen 
von Bakterien nebst einigen anderen zum Vergleiche heran- 
gezogenen Mikroorganismen. 

So wurden Paramaecien untersucht. 

Einem paramaecienhaltigen Fliissigkeitstropfen wurde Thy- 
molwasser zugesetzt. Nach 3 Minuten traten Zerfliebungs- 
erscheinungen auf, die auch besonders schén bei Vorticella 
Gelatine herzustellen, weit tber der sonstigen Léslichkeit des Thymols 
(1: 1200). Werden in ein Reagenzglas etwa auf 70°C. erhitzte Gelatine 
(10 °/o) Thymolkrystalle gebracht, so schmelzen diese in kurzer Zeit. Durch 
kriftiges Schiitteln wihrend des Schmelzprozesses erhilt man eine sehr 
feine Verteilung kleinster Thymoltrépfchen, die dann in der unter scharfem 
Wasserstrahl schnell zum Erstarren gebrachten Gelatine fixiert sind. Die 
Gelatine sieht darnach wie Stirkekleister aus: eine diffus weifk erschei- 
nende starre Masse. Uberlift man jetzt diese Gelatinethymolmasse sich 
selbst, so krystallisiert mit der Zeit das suspendierte Thymol wieder aus. Es 
bilden sich innerhalb der Gelatine verschiedene Krystallisationskerne, an 
denen sich immer neues Thymol krystallisiert, bis das in der Gelatine 
nicht geléste Thymol wieder krystallinisch geworden ist. Hand in Hand 
mit dieser Erscheinung tritt die milchige Triibung der Gelatine mehr und 
mehr zuriick, die durch die Unzahl feinster Thymoltrépfchen bewirkt 
wurde, bis schlieflich die Gelatine wieder vollstiindig klar geworden ist. 
Nur eine Anzahl schiner grofer Krystalle innerhalb der Gelatine erinnert 
an den friiheren Zustand. Dasselbe ist auch in Petrischalen zu be- 
obachten; die Krystalle bleiben hier aber durchweg betriichtlich kleiner. 
Es gelingt auch, fliissige Gelatine iber Thymolkrystalle zu schichten, ohne 
dafi die Krystalle zum Schmelzen kommen. Man braucht nur noch eben 
fliissige Gelatine (25—-28° C.) zu benutzen und schnell erstarren lassen. 
Auf dem Grunde derart hergestellter Gelatineréhrchen liegen dann die 
Thymolkrystalle unverindert. Durch Diffusion erst gelangt nach und nach 
der entsprechende lésliche Anteil von Thymol in die Gelatine. 
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nebulifera zu beobachten waren. Bei diesen war das Kon- 
traktionsvermoégen des Stilmyoids schon nach 30 Sekunden aufge- 
hoben; Erschutterungsreize gelangten nicht mehr zur Perzeption. 

Euglena viridis, Polytoma uvella, Chlamydomonaden, 
Euastrum, Colpidium, Beggiatoa alba und ein grohes Sumpf- 
spirillum kamen des weiteren zur Beobachtung. Bei den 
Infusorien trat regelmaBig nach kurzer Zeit Zerfliebung ein. 

Die Flagellaten, soweit sie metabolisch waren, zogen 
sich klumpenformig zusammen; die Beggiatoa stellten ihre Oscil- 
lationen ein und die Bewegungen des Spirillums wurden lang- 
samer und langsamer, bis sie schlieflich (nach 3—5 Minuten) 
ganz aufhdrten. Eine Anzahl Spirillen streckten sich dabei, so 
daf sie mit groBben Stibchenbakterien hatten verwechselt werden 
koOnnen. — 

Ganz anders verhielten sich dagegen Bacillus fluorescens 
liquefaciens und Bacillus vulgaris. Die Bakterien wurden in 
Hingetropfen beobachtet. Sowohl in Hangetropfen, die aus 
gesiittigeem Thymolwasser bestanden, wie auch in Tropfen, 
denen Thymolkrystallpulver zugesetzt war, blieben beide Formen 
nicht nur lebendig, sondern ihre Beweglichkeit liefi auch nichts 
zu wiinschen iibrig. Besonders war es wiederum Bacillus vul- 
garis, dessen grofe Beweglichkeit auffiel. Die Hingetropfen 
wurden vier Tage hindurch taglich kontrolliert (sie standen in 
einer feuchten Kammer bei 16° C.), eine Verinderung in der 
vitalen Energie der Bakterien war wahrend dieser Zeit nicht 
zu konstatieren. Die Bakterien blieben also auch unter diesen 
denkbar ungiinstigen Verhiltnissen — destilliertes Wasser -+- 
Thymol —, wo doch keinerlei Nahrstoff eine Kraftigung gegen 
die Giftwirkung ermdéglichte, tagelang am Leben. Da liegt 
denn der Gedanke nicht allzufern, daB das Thymol selbst an- 
gegriffen wird. Einige Tatsachen sprechen fiir diese Moglichkeit. 

Tyrosinase aus Russula und aus Champignons vermag nach Cousin 
und Hérissey ‘) Thymol in Dithymol iiberzufiihren. Nach Fuhrmann?) 


‘) Cousin und Hérissey, Uber die Oxydation des Thymols durch 
das oxydierende Ferment der Champignons (Archiv der Pharmazie, 1908, 
Bd. CCXLVI, S. 225). 

7) Fuhrmann, |. c., S. 107. 
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haben Gessard bei Bacillus pyocyaneus und Lehmann bei einigen 
anderen Bakterien eine Tyrosinase gefunden. Da Oxydasen (Phenolasen, 
Tyrosinasen) bei Mikroorganismen iiberhaupt weit verbreitet zu sein 
scheinen (und Gessard gerade bei dem dem Bacillus fluorescens lique- 
faciens so ahnlichen Bacillus pyocyaneus Tyrosinase nachgewiesen hat), 
so wire es sehr wohl mdglich, daf& Bacillus fluorescens liquefaciens und 
auch Bacillus vulgaris mit Hilfe einer Phenolase eine Oxydation des 
Thymols zu Dithymol durchfiihren. Da das Dithymol ungiftig ist, so wire 
der entwicklungshemmende Faktor beseitigt. 

Leider waren, als diese Frage experimentell gepriift werden 
sollte, nur noch relativ geringe Mengen von Kulturfliissigkeit 
aus alteren Kulturen vorhanden, bei denen die Mdéglichkeit 
bestand, Dithymol aufzufinden bezw. das Verschwinden des 


Thymols nachzuweisen. 

Es gelang nicht, durch Ausschiitteln mit Ather wohlcharakterisierte 
Thymolkrystalle zu erhalten, die Mengen gelésten Thymols in den Fliissig- 
keiten waren zu geringe. Doch konnte der Thymolgeruch an dem durch 
Abdunstung des Athers erhaltenen feinen Krystallgemisch wahrgenommen 
werden. Auch die Thymolreaktion mit Eisessig und konzentrierter H,SO, 


— rotviolette Fairbung — war sehr intensiv. 
Eine zweite Fliissigkeitsportion — Bacillus fluorescens liquefaciens- 
Kultur — wurde der Destillation unterworfen. Das Destillat wurde mit 


Ather ausgeschiittelt, der Ather durch Abdunsten entfernt. Der kry- 
stallinische Riickstand ergab wiederum die obige intensive Thymolreaktion. 

Es scheinen somit die Bakterien das Gift nicht durch 
einen enzymatischen Prozef in eine ungiftige Form tibergefiihrt 
zu haben, sondern es bleibt vorliufig!) die auffallige Tatsache 
bestehen, dai das Thymol fiir die gemeinsten Fiiulnisbakterien 
ungiftig ist. 

Ziehen wir kurz die Konsequenzen aus dem gesamten 
in dieser Arbeit niedergelegten Tatsachenmaterial, die sich 
speziell fiir verdauungsphysiologische Arbeiten ergeben. Wo 
tierisches und pflanzliches Eiweif der Einwirkung tryptischer 
Fermente bei Zusatz von Thymol unterworfen wird, ist das 
Resultat eines solchen Verdauungsversuches nicht als ein- 
wandsfrei zu betrachten. Denn die in den Verdauungsgemischen 
stets vorhandenen Bakterien greifen sowohl des Ferment an, 
wie sie auch das der Verdauung unterworfene Eiweil mit- 





') Ich hoffe in nachster Zeit ein endgiiltiges Resultat zu dieser 
Frage bringen zu kénnen. 











#32 Ernst Willy Schmidt, Der baktericide Wert des Thymols. 


abzubauen imstande sind. Die entstandenen Spaltungsprodukte 
kOnnen deshalb nicht allein auf Rechnung einer spezifischen 
Wirkung des beigegebenen tryptischen Enzymes gesetzt werden. 
Art der Spaltung, Verlauf und Schnelligkeit erleiden durch die 
Mitwirkung der Bakterien eine Modifikation, der ganze Ver- 
such verliert seine Kindeutigkeit. Das Thymol ist um so ge- 
fiihrlicher, als sein intensiver, frisch aromatischer Geruch oft 
leicht Fruchtesterbildung von seiten der Bakterien verdeckt: 
denn nicht stets sind es kréftig das EiweiBmolekiil zu Indol, 
Skatol, Methylmerkaptan und Schwefelwasserstoff spaltende 
Fiiulnisbakterien, die thymolhart sind und den Versuch chemisch 
beeinflussen. Um nur ein Beispiel aufzufiihren: Emmerling 
und Reiser!) wiesen nach, dafi ein tryptisches Ferment des 
Bacillus fluorescens liquefaciens in seiner Wirkung ganz dem 
des Papayotins ihnelt. In meinen Papayotinverdauungsver- 
suchen mit Thymolzusatz, die den Anlafi zu dieser Arbeit ge- 
geben haben, trat nun gerade dieses Bakterium einige Male 
auf. Wire es tibersehen worden, so hatte die tatsachlich 
bakterielle Tiitigkeit eine Papayotinwirkung vorgetiauscht, wah- 
rend das zu prifende Papayotin womoglich unwirksam war. — 
Inwieweit nun die Arbeiten tiber tryptische Verdauung, die 
unter ausschlieBlicher Verwendung von Thymol unternommen 
wurden, etwa einer kritischen Uberpriifung zu unterziehen 
wiiren, ist nicht Sache dieser Untersuchung. ‘So viel steht 
fest: Das Thymol darf fiir die Folgezeit, besonders fiir 
linger dauernde Verdauungsversuche bei alkalischer 
Reaktion, nicht mehr als Desinficiens verwendet 
werden, weil es als solches seinen Zweck nicht erfiillt. 


'’ Emmerling und Reiser, Zur Kenntnis eiweifispaltender Bak- 
terien (Chem. Ber. 1902, Bd. XXXV, S. 700). 





Uber den Ursprung und die Bedeutung des amylolytischen 
Blutferments. 
Von 
Kurt Moeckel und Franz Rost. 


(Aus der inneren Abteilung des stadtischen Krankenhauses zu Wiesbaden.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8, Juli 1910.) 


Der Nachweis von Zucker und amylolytischem Ferment 
im Blute durch Magendie im Jahre 1846,') die Auffindung 
des Glykogens durch Cl. Bernard im Jahre 1857?) und die 
des diastatischen Leberfermentes durch v. Wittich im Jahre 
1873%) sind die grofen Entdeckungen auf dem Gebiete des 
Kohlenhydratstoffwechsels gewesen, von denen die exakte Dia- 
betesforschung ihren Ausgang nahm. Gegeniiber Angriffen mannig- 
facher Art vermochte Cl. Bernard erfolgreich die beiden Teile 
seiner Lehre zu verteidigen, einmal, dai in der Leber Zucker 
aus Glykogen entsteht, sodann, daf die Zuckerbildung in der 
Leber durch ein diastatisches Enzym vermittelt wird. 

Neuere Forscher, wie Bang und seine Mitarbeiter, 4) Wohlgemuth®) 
und Zegla®) haben den Prozefs der Diastasewirkung in der Leber unter 
verschiedenen Bedingungen quantitativ untersucht und festgestellt, dah 
ein gesteigerter Glykogenumsatz in der Leber in vielen Fallen, z. B. im 
Hunger, beim Nackenschlag, bei Strychninvergiftung mit dem Auftreten 
vermehrter Fermentmengen in diesem Organ Hand in Hand geht. Soweit 
besteht erfreuliche Klarheit iiber die Leberdiastase. Es fragt sich nur, 


ob das Ferment eingewandertes Blut- oder Lymphferment ist oder ob es 
von der Leber selbst gebildet wird, je nach Bediirfnis in gréferer oder 





1) Compt. rend., Bd. XXIII, S. 189 (1846). 

*) Gazette médicale, 28. Marz 1857. 

‘) Pfliigers Archiv, Bd. VII, S. 28 (1873). 

4) Hofmeisters Beitrige, Bd. IX, S. 408 (1907), Bd. X, S. 1, 312 
und 320 (1907). 

5) Biochem. Zeitschr., Bd. IX, S. 29 (1908). 


6) Biochem. Zeitschr., Bd. XVI, S. 111 (1909). 
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geringerer Menge. Die erste Auffassung, die von Tiegel,') Duboury,?) 
Réhmann,"*) Bial,‘) Neumeister®) und Schlesinger®) vertreten wird, 
hat manches Bestechende, doch stehen ihr anderseits gewichtige Bedenken 
entgegen. v. Wittich,’) der Entdecker der Leberdiastase, vermochte 
noch nach unendlich haufigem Auswaschen der Leber mit Wasser Diastase 
in derselben nachzuweisen, und daf fiir die diastatische Wirkung des 
Organs die etwa trotz des Auswaschens noch zuriickgebliebenen Reste 
Lymphe nicht verantwortlich gemacht werden kénnen, ergibt sich aus 
vergleichenden Diastasebestimmungen Picks‘) im Blut und in der Leber, 
wonach dieses Organ in bezug auf seinen momentanen Fermentgehalt 
dem Blut weit iiberlegen war. Die Auffassung Bials halt auch Pfliiger 
fiir nicht begriindet, denn er sagt auf Seite 380 seines Buches «Das Gly- 
kogen» (II. Aufl.): 

«Weil im Blutserum ein Ferment vorkommt, das ahnlich wie das 
Leberferment wirkt, kann man nicht folgern, dafi das Leberferment ein- 
gewandertes Blutferment sei. Es kénnte ja ebensogut das Blutferment 
ausgewandertes Leberferment sein. Der Ort, wo die Enzyme entstehen, 
sind die lebendigen Zellen, besonders die der Driisen. Wie wir uns die 
Diastase der Speicheldriisen und des Pankreas in den Zellen der letzteren 
gebildet denken, so werden wir die Leberdiastase als Produkt der Leber- 
zelle betrachten.» 

Besser fundiert ist unseres Erachtens die andere Auffassung vom 
Wesen der Diastasewirkung in der Leber, dafs also die Zellen dieses Organs 
das Ferment produzieren; sie ist in neuerer Zeit namentlich von Bang,?) 
Wohlgemuth'®) und Zegla'') vertreten worden. Wir schliefen uns auf 
Grund unserer Untersuchungen dieser letzteren Auffassung an, und es 
fragt sich dann nur noch, wo das gebildete Ferment bleibt, ob es in der 
Leber selbst wieder vernichtet oder an das Blut ausgeschieden wird. Denn 
wie wir schon sahen, enthalt das Blut ein der Leber ganz analoges Enzym, 
auf das wir vor Erérterung der Frage nach dem Verbleib der Leber- 
diastase etwas niher eingehen miissen. 

Wihrend nun jetzt tiber die Bedeutung des amylolytischen 
') Pfliigers Archiv, Bd. VI, S. 391 (1872). 

*) Recherche sur l’amylase de l'urine, Thése de Paris 1889. 

5) R6hmann u. Bial, Pfliigers Archiv, Bd. LV, S. 419 (1893). 
*) Arch, f. Anat. u. Physiol. (Physiolog. Abt.), 1901, S. 255. 

5) Neumeister, Lehrbuch d. Physiologie, 2. Aufl., 1897, S. 132. 
®) Deutsche med. Wochenschrift, Bd. XXXIV, S. 593 (1908). 

") Pfliigers Archiv, Bd. VII, S. 28, 1873. 

5) Hofmeisters Beitriage, Bd. III, S. 163 (1903). 

*) Siehe oben. 

1°) Biochem. Zeitschr., Bd. XXI (1909). 

'!) Ebenda, Bd. XVI, S. 111 (1909). 
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Leberfermentes eine erfreuliche Klarheit herrscht, ist tiber die 
Rolle, die der Diastase des Blutes im tierischen Organismus 
zukommt, nur wenig bekannt. Wir wissen nicht mit Sicher- 
heit, aus welchen Quellen die Diastase flieBt, wir wissen wenig 
iiber die Ausscheidungsverhiltnisse und wir haben keine Kennt- 
nis davon, ob das Ferment noch gewisse Funktionen im Haus- 
halt des Organismus zu erfiillen hat, oder ob es ein Abfalls- 
produkt der Organe ist, das, zu den Nieren gelangt, mit dem 
Harn ausgeschieden wird. 

Hier mubten unsere Untersuchungen einsetzen. Es galt 
zuniachst festzustellen, aus welchen Organen oder Zellen die 
Diastase des Blutes stammt; denn das diirfte jetzt ganz all- 
gemein anerkannt werden, daf sie ein Zellprodukt ist. Man 
konnte erwarten, dai man durch experimentelle Beeinflussung 
verschiedener Organe Riickschliisse auf den Ort der Entstehung 
dieses Enzyms wtirde machen kénnen. Ferner war die Aus- 
scheidung dieses Fermentes zu studieren, und schlieblich ver- 
suchten wir, ob wir durch eine Reihe von Experimenten, die 
sich um unsere beiden Grundfragen gruppierten, der Lésung 
der Frage nach der physiologischen Bedeutung des Enzyms 


etwas naher kommen k6nnen. 

Die Geschichte der Blutdiastaseforschung hat in letzter Zeit von 
Wohlgemuth in einer Arbeit tber die Blutdiastase') eine ausfiihrliche 
Bearbeitung erfahren. Wir begniigen uns deshalb hier mit diesem Hinweis. 
Nur in bezug auf die Herkunft der Diastase, die uns in den folgenden 
Kapiteln hauptsachlich beschaftigen wird, méchten wir einleitend einige 
Worte vorausschicken. 

Magendie bereits, der Entdecker der Blutdiastase, glaubte durch 
seine Versuche mit iniravenéser Injektion von Starke und Glykogen nach- 
gewiesen zu haben, dafs die Diastase bereits im strémenden Blute wirksam 
ist und nicht erst beim Schlagen des Blutes auferhalb des Korpers sich 
bildet. Andere Autoren nach ihm suchten die Frage zu entscheiden, ob 
das diastatische Vermégen dem Plasma oder den geformten Bestandteilen 
des Blutes zukommt. Dafs die roten Blutkérperchen an dem diastatischen 
Prozef unbeteiligt sind, geht einmal aus den Versuchen von Lépine 
und Barral?) und von Bial*) hervor, wurde aber auch von Réhmann’) 





') Biochem. Zeitschr., Bd. XXI, S. 381 (1909). 
2) Compt. rend., Bd. CXIII, S. 729 (1891). 

3) Pfligers Archiv, Bd. LII, S. 137 (1892), 
*) Pfliigers Archiv, Bd. LII, S. 157 (1892). 
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direkt dadurch bewiesen, da die Lymphe, die ja frei von roten Blut- 
kérperchen ist, diastatisch wirkt. Es handelte sich sonach nur noch um 
die Frage, ob vielleicht die Leukocyten Starke und Glykogen durch Diastase 
zu spalten vermégen. Ein Versuch von Castellini und Paracca,') 
wonach die Hamodiastase im Serum, das langere Zeit mit dem Blut- 
koagulum in Beriihrung war, vermehrt ist, kénnte vermuten lassen, daf 
die Leukocyten dieses Plus geliefert hatten. Doch konnte diesen Versuch 
der italienischen Autoren Wohlgemuth?) nicht bestatigen. Nun_ bhe- 
hauptet in neuester Zeit Haberlandt,%) mit einer mikroskopischen Methode 
eine deutliche Zunahme des Diastasewertes in dem Serum, das er in 
Berithrung mit dem Koagulum lief, gefunden zu haben und schliefit aus 
diesem und aus seinen sonstigen Versuchen, dafs das diastatische Ferment 
des Blutes wenigstens teilweise leukocytéren Ursprungs sel. 

Auber den Leukocyten, auf die wir nicht weiter ein- 
gehen wollen, kommen von den Organen des Korpers als Dia- 
staselieferanten in erster Linie die Speicheldriisen und das 
Pankreas in Frage. Dab die Speicheldriisen ein einigermafen 
erhebliches Kontingent zur Blutdiastase stellen, ist nach den 
Versuchen Sechlesingers*) unwahrscheinlich, dagegen herrscht 
dariiber ziemliche Ubereinstimmung, da8 das Pankreas wohl 
einen Teil der Blutdiastase liefert. Trotzdem sind noch eine 
ganze KReihe von Fragen beziiglich des Verhiiltnisses von Pan- 
kreas zur Blutdiastase unklar: wir werden deshalb in einem 
besonderen Abschnitle darauf zuriickkommen und unsere eigenen 
Versuche berichten. 

Viel umstritten ist die Frage, ob die Leber als Quelle 
fiir die Diastase gelten kann. Wir gingen ja davon aus, zu 
fragen, wo die in der Leber gebildete Diastase verbliebe, und 
muften die Méglichkeit ins Auge fassen, dab sie vielleicht ins 
Blut ausgeschieden wiirde. Allerdings ist tiber diese Frage noch 
gar keine Einigkeit unter den Autoren erzielt. So steht Bang, °) 
dem das Konstantbleiben der Menge der Blutdiastase aufgefallen 
ist unter Einiliissen, die in der Leber grobe Schwankungen des 
Fermentgehaltes hervorrufen, auf dem Standpunkte, dafi das 


'; Malys Jahresber., Bd. XXIV, S. 159 (1894). 

*) Biochem. Zeitschr., Bd. XXI, S. 381 (1909). 
Pfliigers Archiv, Bd. CXXXII, 8. 175 (1910). 

*, 25. Kongr. f. innere Med., S. 505 (1908). 
Hofmeisters Beitr., Bd. X, S. 1 (1907). 
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Leberenzym nichts mit der Blutdiastase zu tun hat. Auch wir 
haben uns in einigen Versuchen, in denen die Leber sicher 
erhohte Fermentmengen produzierte, davon tiberzeugen miissen, 
daB die Blutdiastase unbeeinfluBt war. Trotzdem sind wir auf 
Grund eines direkten Beweises, den wir in einem der folgenden 
Abschnitte erbringen werden, zu der Anschauung gelangt, daf 
die Leber Diastase an das Blut abgibt. Wir wollen auch an 
dieser Stelle daran erinnern, dafi die Leber dasjenige Organ 
ist, in dem die stiirkste Maltasewirkung stattfindet. Es liegt 
nahe, anzunehmen, dali} die Maltase des Blutes, wenn nicht 
ausschlieBlich, so doch zum grofen Teile aus der Leber stammt. 
Und wenn Maltase aus der Leber auswandert, warum soll 
es die Diastase nicht tun? 

Wenn man ein Tier entblutet und die einzelnen Organe 
von den zufiihrenden Geffen aus mit physiologischer Kochsalz- 
ldsung durchstroémt, bis alles Blut ausgespiilt ist, so erweisen 
sich aufer der Leber auch zahlreiche andere Organe, besonders 
die Nieren, aber auch die Muskulatur als diastasehaltig. In Ana- 
logie mit der Leber kénnte man daraus entnehmen, daf alle die 
Diastase selbst bereiten. Es scheint in der Tat, daf alle die 
Organe als Diastaseproduzenten in Frage kommen, die Glykogen 
beherbergen. Doch wire es wiinschenswert, dafi fiir jedes ein- 
zelne dieser Organe weitere Beweise hierftir erbracht wiirden. 


Methoden. 


Wenn man die in der Literatur beschriebenen Methoden 
zur Bestimmung der diastatischen Wirkung néher betrachtet, 
so sieht man, dafB zwei Prinzipien mit einander konkurrieren. 
Wiihrend die einen Autoren den durch die Enzymwirkung ent- 
stehenden reduzierenden Zucker bestimmen, suchen die anderen 
den Punkt festzustellen, bei dem ein gewisses Quantum Stiarke 
vollkommen gespalten und als solche nicht mehr nachweisbar ist. 

Nach einigen orientierenden Versuchen gestaltete sich 
unsere Methode folgendermafben: 

20 ecm einer 2°/oigen Lésung von léslicher Starke,') 1 ccm einer 

') Darstellung einer 2°/oigen Liésung von loslicher Starke: 800 ccm 
destilliertes Wasser werden in einer Porzellanschale mit einem starken 
30 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVII. 
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10°%/oigen alkoholischen Thymollésung und 0,5 bis 5 ccm Serum — je 
nach dem Gehalt an Amylase — werden in einem Mefikiélbchen von 100 ecm 
gemischt. Das Kélbchen wird dann verkorkt und auf 24 Stunden in den 
Brutschrank von 37” gestellt. Nach dem Herausnehmen fiigt man, um 
das Eiweif’ zusammen mit dem gréften Teil der Starke niederzuschlagen, 
ein Gemisch von 10 ccm Ferrum oxydatum dialysatum und 40 ccm Wasser 
hinzu. Die vollstaéndige Ausflockung der Kolicide wird durch ein erbsen- 
grofes Stiick Seignettesalz bewirkt. Nachdem alles mit destilliertem Wasser 
auf 100 ccm gebracht worden ist, lift man noch ca. 2 Minuten stehen, 
schiittelt auch wohl noch einige Male durch, worauf man durch ein Falten- 
filler in einen Erlenmeyer-Kolben filtriert. In 20 ccm des klaren Fil- 
trates wird, nachdem man sich tiberzeugt hat, daf alles Eiweifi entfernt 
ist, der Zucker nach der Methode von Bertrand‘) bestimmt. Im Re- 
sultat werden Milligramme reduzierten Kupfers angegeben. Im folgenden 
haben wir der Kirze halber ein Symbol eingefiihrt, dessen Bedeutung 
ohne weiteres folgendes Beispiel erhellt: 
8 com ==) 57 mg. 

Es bedeutet, daf$ im Versuch 3 ccm Blutserum verarbeitet wurden 
und dabei 20 ccm des Filtrates nach Bertrand titriert, eine Reduktion 
entsprechend 57 mg Kupfer ergaben. 

sel Werten gegen 100 mg ist Vorsicht geboten, weil hier die Grenze 
der aus der Stirke abspaltbaren Zuckermenge bald erreicht ist. 

In Versuchen, wo infolge eines Eingriffes eine starke Hippur- 
glykiimie eintrat, setzten wir auBer unserem Versuch: Serum 
+- 20 cem Stiirkelésung, noch Serum +- 20 cem aqua destillata 
an und bestimmten dann auch in diesem Gemisch den Zucker. 
Der in diesem blinden Versuch gefundene Kupferwert wurde von 
dem im eigentlichen Versuch gefundenen Wert abgezogen, z. B. 

Diastase 5 cem ——» 72—5 = 67 mg. 
Unsere Methode scheint trotz ihrer groben Exaktheit einen 


Brenner bis zum beginnenden Sieden erhitzt. Inzwischen macht man in 
einer kleinen Schale eine Aufschwemmung von 20 g loéslicher Starke — 
wir benutzten das Priparat Amylum solubile der Firma Merck — in 
ca, 100 ccm kalten Wassers. Diese lift man dann langsam unter Um- 
riihren in das erhitzte Wasser einfliefen, worauf man noch ca. 2 Minuten 
erhitzt. Nach dem Erkalten wird die Lésung auf 1000 ccm gebracht, 
eventuell durch Watte filtriert und unter Toluol aufbewahrt. 


1) Bull. de la Soc. chim. de France, Bd. XXXV, S. 1285 (1906); 
s. auch Grube, Quant. Zuckerbest. mit Hilfe der Kupfermethoden, in 
Abderhalden, Lehrbuch der biochem. Arbeitsmethoden. 
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grundlegenden Fehler zu haben, auf den Wohlgemuth!’) be- 
sonders aufmerksam macht. Blut enthalt bekanntlich in sehr 
wechselnder Menge ein glykolytisches Ferment, das nach den 
neueren Ansichten erst mit dem Tode auftritt und jedenfalls 
nicht die von Lépine?) behauptete Beziehung zum Diabetes hat. 
In der Regel ist dieses Ferment nur in ganz geringen Mengen 
im Blute vorhanden und bedarf zu seiner Wirkung der Durch- 
leitung von Luft oder wenigstens reichlicher Sauerstoffanwesen- 
heit. Da es aber nach der Arbeit von Kraus (lit. cit.) in sehr 
wechselnder Menge auftritt, ein Verhalten, fiir das man einen 
ersichtlichen Grund nicht hat finden kénnen, so diirfte es doch 
durch Zersetzung des gebildeten Traubenzuckers Fehler bei 
Untersuchungen iiber das diastatische Vermégen des Blutes 
bedingen. Nun ist aber von Lépine und Barral (I. c.) und 
von Arthus (I. ¢.) festgestellt worden, dab dieses glykolytische 
Ferment an die Blutkérperchen und zwar besonders die weilen 
gebunden ist, wihrend nur unter ganz besonderen Bedingungen 
in vitro ein Ubertritt in das Serum stattfindet, z. B. bei starkem 
Zerfall der weiben BlutkOrperchen. Wenn man aber, wie wir 
es auch stets getan haben, das Blut sofort zentrifugiert, findet 
ein Ubertritt des Fermentes in das Serum nicht statt,3) was 


') Wohlgemuth, Untersuchungen iiber Diastase, Biochem. Zeit- 
schrift, Bd. XXI, S. 384. 

*) cf. Lépine, Le diabéte et les lésions du Pancreas, Revue de 
Médec., 1892, Bd. XII, I, S. 402, Il, S. 481. 

Lépine et Barral, Compt. rend. de l’Acad. des Sciences, 1891, 
Bd. CXIIl, S. 1014; Bd. CX, S. 742 u. 1314; 1890, Bd. CXII, 5 146, 411, 
604 u. 1185; Bd. CXX, 5. 139. 

Dieselben, Sur la question du Ferment glycol., Compt. rend. de la 
Soc. Biol., 1891, Bd. XLII, 5. 271. 

Arthus, Sur le ferment glycolytique, Compt. rend. de la Soc. Biol., 
1891, Bd. XLIII, S. 65 ff. 

Arthand et Butte. Rech. sur le determinisme du _ diabéte 
panc. exp., Compt. rend. de la Soc. Biol., Bd. XLII, 1890, S. 59. 

Kraus, Zeitschrift fiir klin. Med., Bd. XXI, 1892, 5S. 315. 

3) Lépine et Barral, Compt. rend. de l’Acad. des Sciences, 
Bd. CXII, S. 411; le sérum ne posséde pas pouvoir glycol. bien sensible. 

Fischer und Niebel, Sitzungsber. d. Berl. Akad., 1896, Bd. I, 
S. 73. Rohrzucker und Milchzucker werden durch Serum nicht angegriffen. 
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wir in einigen Kontrollversuchen feststellen konnten. Als Bei- 
spiel diene nur folgender 


Versuch Nr. 1. 


Ké6lbchen 1 enthalt 20 ccm Wasser + 1 ccm alkoho- 
lischer Thymollosung -- 5 ccm Kaninchenserum. Nach 24stiin- 
digem Stehen im Brutschrank wird enteiweift, auf 100 ccm 
aufgefiillt, 20 cem des Filtrates nach Bertrand titriert. 

Verbraucht: 0,25 ccm Permanganatlésung, entsprechend 
2,0 mg Cu. 

K6lbchen 2 enthilt 20 ccm einer Glykoselésung +- 1 ccm 
alkoholischer Thymolldsung +- 5 ccm Kaninchenserum. Weitere 
Behandlung wie Koélbchen 1. 

Verbraucht: 4,3 cem Permanganatlosung, entsprechend 
‘3 mg Cu. 

KOlbchen 3 enthalt 20 ccm derselben Glykoselésung 
+ 1 ecm alkoholische Thymolldsung +- 5 cem Wasser. Weitere 
Behandlung wie Kolbchen 1. 

Verbraucht: 4,1 ccm Permanganatlésung, entsprechend 
t1 mg Cu. 

Wert 1 von Wert 2 abgezogen ergibt fast ohne Differenz 
Wert 3. 

Die Behauptung von Bendix und Bickel,') da das 
im Blute und in den Geweben vorhandene Alkali glykolytisch 
wirkt, ist von Michaelis und Rona?) in einer kiirzlich er- 
schienenen Arbeit durch exakte Versuche widerlegt worden, *) 
kommt also hier auch nicht in Betracht. Eine uns interessierende 
Beobachtung machten Lépine und Barral#) bei ihren Unter- 
suchungen, dab namlich der Zuckergehalt des Serums sich 
beim Stehen im Brutschrank vermehrt, was die beiden Autoren 
auf eine Umwandlung des Glykogens des Blutserums durch das 


') Deutsche med. Wochenschrift, 1902, Bd. I, S. 3. 
*) Michaelis und Rona, Beitrige zur Frage der Glykolyse, Bio- 
chem. Zeitschrift, Bd. XXIII, 1910, S. 364. 
Cf. auch Lépine, Zur Lehre von der Glykolyse, Deutsche med. 


Wochenschrift, 1902, S. 57. 
‘) I]. c. Compt. rend. de la Soc. de Biol., Bd. XLII, S. 271. 
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diastatische Ferment zuriickfiihren.}) Bei Verwendung von 
Gesamtblut trat eine Vermehrung des Zuckers wegen gleich- 
zeitiger Glykolyse nicht ein. Diese Beobachtung hat insofern 
fiir uns Interesse, als wir danach doch eine Methode, die die 
durch Blutserum reduzierte Substanz bestimmt, fiir genauer 
halten miissen, als eine, die die unzersetzt bleibende Stiirke 
mift. Denn wieviel Glykogen in dem Serum vorhanden ist, 
weil} man nicht; das wechselt mit dem Ernihrungszustande 
des Tieres und aus anderen Griinden. Wenn man nun bei 
diastatisechen Versuchen die unzersetzte Stiirke mift, entgeht 
einem die Menge Ferment, die zur Zersetzung von im Serum 
vorhandenem Glykogen verwendet wird, was entschieden einen 
Fehler bedingt. Wir gehen nun natiirlich nicht so weit, dab 
wir den so entstehenden Fehler als so bedeutend erachten, 
dafB er den Wert der Methode herabdriickt. In beiden Arten 
der Untersuchung wird mit Fehlern gearbeitet, das laBt sich 
nach dem gegenwiirtigen Stande unserer Kenntnisse tiber Dia- 
stase nicht vermeiden. Man mul deshalb bei der Verwertung 
der Resultate auch die Fehler-«Grenzen» bericksichtigen, und 
da wir beim Vergleich der Resultate beider Methoden finden, 
dafh sie innerhalb der Fehlergrenzen ganz gut iibereinstimmen, 
so wird man sie auch im grofen und ganzen als gleichwertig 
bezeichnen kénnen. Die letzten Zeilen hatten nur den Zweck, 
die Darstellung Wohlgemuths tiber die Fehler aller Me- 
thoden, die die reduzierende Substanz, nicht die verbleibende 
Stiirke bestimmen, etwas zu korrigieren. 

In einigen Versuchen haben wir neben den Bestimmungen 
des diastatischen Fermentes solche der Maltase ausgefiihrt. 
Wir verfuhren dann in Anlehnung an eine von Kusumoto?) 
angegebene Methode folgendermafen: 

In ein Mefikélbchen von 50 ccm wurden 5 ccm einer 10° igen, 
unter Erwarmen hergesteilten Loésung von Maltose, 0,2 ccm Toluol und 


5 ccm des zu priifenden Serums gebracht, das Kélbchen verkorkt und 
auf 24 Stunden in den Brutofen von 37° gestellt. Dann wurden 10 ccm 





‘) Anderer Ansicht ist Arthus, Archives de physiol., Bd. XXIII, 
1891, S. 425; Bd. XXIV, 1892, S. 337 ff. 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. XIV, 8. 217 (1908). 
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Ferrum oxydatum dialysatum, mit Wasser verdiinnt, hinzugefiigt, dazu 
ein erbsengrofer Krystall von Seignettesalz. Nach dem Umschiitteln wurde 
auf 50 ccm mit Wasser aufgefiillt, gemischt, filtriert und das Filtrat 
polarisiert. Eine 1°/oige Maltoselésung dreht im 2 dm-Rohr -+- 2° 45’, 
eine 1° cige Traubenzuckerlisung +- 1° 3’. Zwischen diesen Zahlen 
liegen die beobachteten Werte. 

Zur Bestimmung des Blutzuckers endlich bedienten wir 


uns des von dem einen von uns in Gemeinschaft mit Frank’) 
angegebenen einfachen Verfahrens. 

Die Verwendung von alkoholischer Thymollésung garan- 
tiert in allen Versuchen Steriliat, wovon wir uns durch hiufige 
bakteriologische Untersuchungen tiberzeugen konnten. 


Kinfluf des Aderlasses auf den Diastasegehalt des Blutes. 

Der Aderlafi stellt nach Nishi*) einen Reiz dar, der direkt auf die 
Leber einwirkt. Das bewies dieser Autor dadurch, daf§ er sowohl nach 
doppelseitiger Splanchnikotomie als nach doppelseitiger Nebennierenexstir- 
pation eine Steigerung des Blutzuckers nach Blutentnahme konstatierte. 

Ks war nun fiir uns einerseits von theoretischen Gesichts- 
punkten aus von Interesse, zu studieren, wie sich die Blut- 
diastase nach Aderlissen verhalt, anderseits waren einige Ver- 
suche in dieser Richtung deshalb unerlaBlich, weil ja alle unsere 
weiteren Versuche mit Aderlissen verbunden waren, und wir 
den Einflufi dieses Faktors kennen muften, um die Ergebnisse 
dieser Experimente richtig zu deuten. 

Wir untersuchten zunichst einmal den EinfluS kleinerer 
Aderlisse, die wiederholt in groferen Intervallen gemacht 
wurden, sodann erzeugten wir auch durch einen einmaligen 
grofen AderlaB eine regelrechte Aderlafhyperglykimie und 
stellten dessen Einfluf{ auf den Diastasegehalt des Blutes fest. 

Versuch Nr. 2. 

Kaninchen von 3450 g wird um 12 Uhr mittags zum 
ersten Male zur Ader gelassen. 30 ccm. 

Diastase: 5 ccm ——» 45 — 3 = 42 mg Cu. 

3 Uhr nachm. wieder Aderlafi von 30 ccm. 

Diastase: 5 ccm ——» 46,5 — 2 = 44,5 mg Cu. 


'; Moeckel und Frank, Diese Zeitschrift, Bd. LXV, S. 323 (1910). 
Arch. f. experim. Pathol., Bd. LXI, H. 2 u. 3 (1909). 
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6 Uhr nachm. dritter Aderlaf} von 30 cem. 
Diastase: 5 ccm ——» 47 — 2 = 4) mg Cu. 
Versuch Nr. 3. 

Kaninchen von 2900 g. AderlaB von 40 ccm: 
Diastase: 5ccm ——» 48 — 3,5 = 44,5 mg Cu. 
Diastase nach '/2Stunde: 

o9ecm —> 50 — 6,5 = 43,5 mg Cu. 

Versuch Nr. 4. 
Kaninchen von 3100 g. AderlaB von 45 cem. Nach 7 Mi- 
nuten zweiter AderlaB. 

Diastase beim ersten Aderlaf: 





5 eem > 43 —2 = 41 mg Cu. 
Diastase beim zweiten Aderlaf: 
5cem ——> 46,5 —6 = 40,0 mg Cu. 
Blutzucker (im Gesamtblut) = 0,19 °/o. 


Versuch Nr. 5. 
Kaninchen von 2830 g. AderlaB von 65 ccm. 
Diastase: 5 ccm ——»> 44,8 mg Cu. 
Nach zwei Tagen wiederum Aderlab. 
Diastase: 5 cem ——» 51,8 mg Cu. 

Wie aus diesen Daten hervorgeht, sind die Differenzen 
der Diastasewerte in den einzelnen Versuchen, vielleicht mit 
Ausnahme des letzten, in dem ein Zeitraum von 2 Tagen 
zwischen den Aderliissen liegt, so gering, dap fiir unsere weiteren 
Versuche eine Beriicksichtigung der Aderlabwirkung nicht in Frage 
zu kommen braucht. 

Uber den Diastaseychalt des Blutes bei verschiedenen Tieren. 

Allen Forschern, die sich mit der Blutdiastase bei ver- 
schiedenen Tierspezies beschaftigt haben, ist der grobe Unter- 


schied in der Quantitét dieses Fermentes bei den einzelnen 
Arten aufgefallen.1) Sehr konstant ist dagegen der Diastase- 


‘) Cavazzani, Arch. per le scienze mediche, Bd. XVIII, Fase. I, 
Nr. 6 (18983). 

Carlson und Luckhardt, Americ. Journ. of Physiol., Bd. XXIII, 
S. 148 (1908). 

Wohlgemuth, Biochem. Zeitschrift, Bd. XXI, S. 381 (1909). 

Léwi, Sitzungsberichte der Gesellschaft zur Férderung der ge- 
samten Naturwissenschaften in Marburg, 1904. 
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gehalt bei verschiedenen Individuen derselben Spezies: groferen 
Schwankungen begegnen wir nur beim Menschen,!) von dem 
Bial*) zuerst angegeben hat, dafi der Diastasegehalt im Blute 
auffallend gering sei. 

Die Untersuchungen iiber die Sera verschiedener Tierarten kniipfen 
sich hauptséchlich an die Namen Cavazzani,*) Sellier,*4) Loéwi,°) 
Wohlgemuth®) wu. a. 

Zuniichst stellte es sich heraus, dafs keine Beziehung besteht zwischen 
dem Gehalt des Blutes an Diastase und der natiirlichen Nahrung der be- 
treffenden Spezies. So ist beispielsweise der Diastasegehalt bei dem 
fleischfressenden Hund iihnlich hoch wie bei dem omnivoren Schwein 
und bei beiden auferordentlich viel héher als bei den pflanzenfressenden 
Spezies: Rind, Schaf, Kaninchen; anderseits sind die kérnerfressenden 
Vogel auch wieder durch einen hohen Gehalt an Blutdiastase ausge- 
zeichnet. Cavazzani fiihrt diese Unterschiede auf die Verschiedenheit 
im Verdauungsvermégen der einzelnen Spezies zuriick, wie uns scheint, 
mit Recht. 

Wir haben uns deshalb in der Literatur umgesehen, ob 
wohl vergleichende Untersuchungen tiber das diastatische Ver- 
mogen der hauptsiichlichsten Driisen ausgefiihrt sind, und haben 
auch Angaben dariiber gefunden. So hat Wachsmann unter 
Gritzner*) vergleichende Versuche mit den Pankreasdriisen 
verschiedener Tierarten angestellt, die alle in gleicher Weise 
mit Glycerin extrahiert waren. Er fand, daf von allen Tieren das 
Schwein die héchsten Werte an diastatischem Ferment aufwies, 
dann folgten Ratte, Kaninchen, Rind, Hammel und schlieblich 
Katze, das ist aber auch so ungefiihr die Reihenfolge, wie wir 
sie nach unseren Versuchen bei der Blutdiastase beobachten. 

Auch beziiglich der diastatischen Wirkung der Leber ist 
gezeigt worden, *) dai sie in der Regel weniger bedeutend bei 


') ss Wohlgemuth, Verh. d. Ges. deutscher Naturforscher und 
Arzte, 1907. 

Schlesinger, Deutsche med. Wochenschr., Febr. 1908. 

*) Archiv f. d. ges. Physiol., Bd. LII, S. 137 (1892). 

3) 1. eit. 

*) Compt. rend. de la Soc. Biol., Bd. LVI, S. 261. 

5) 1. cit. 

‘) 1. eit. 

‘) Griitzner, Arch, f. d. ges. Physiol., Bd. XCI, S. 195 (1902). 

‘; Pugliese und Domenichini, Arch. Farmacol., Bd. XII, Heft 4 


(1907). 
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Tieren ist, deren Serum eine geringere Wirkung auf Stiirke 
und Glykogen ausiibt. Diese Angaben lassen sich bei Erorte- 
rung der Frage nach dem Ursprung der Blutdiastase mit ver- 
werten. 

Wir geben im folgenden eine Ubersicht iiber die Diastase- 
werte bei verschiedenen Tierarten. Die Reihenfolge entspricht 
dem Diastasegehalt. Die Zahlen sind meist das Mittel aus 
mehreren Versuchen. 


Mensch Seem —> = 30 meg Cu. 
Kaninchen SD > ——p> 4) 
Hammel 5D > ne DD 

Ziege 5 > ——» 70 

Rind DF > —— > 84 

Katze 1 —>_—s 44 
Meerschweinchen 1 » —— > 45 

Hund 1 >» — >» 8&0 
Schwein 1 >» ——p 103 » 


Diesen quantitativen Verhiiltnissen im blutserum entspricht 
keineswegs die Ausscheidung im Urin. Doch wollen wir auf 
diese Verhiiltnisse erst in einem spiiteren Kapitel eingehen. 


Diastaseychalt in verschiedenen Gefifgebieten. 


In betreff des Diastasegehaltes in den verschiedenen Ge- 
fibgebieten begegnen wir, wie fast tberall in der Literatur 
iiber die Blutdiastase, recht widersprechenden Angaben. Wir 
hielten es infolgedessen nicht fiir tiberfliissig, noch einige Ver- 
suche in dieser Richtung anzustellen, hofften wir doch, aus 
deren Resultaten Aufschliisse tiber die Quelle der Blutdiastase 
zu erhalten. 

Cavazzani,') der als erster den Diastasegehalt in den verschie- 
denen Gefafgebieten verglich, behauptet, daf’ das diastatische Vermégen 
im Blut der Vena portarum viel bedeutender sein kann als in dem Blut 
aus anderen Venen oder aus den Arterien. Schlesinger?*) fand in dem 
Blut der Vena pancreatica in 3 von d Fallen ein doppelt und dreifach 
so starkes amylolytisches Vermégen, wie im Darmvenenblut und Gesamt- 


') Arch. per le scienze med., Bd. XVIII, Nr. 6 (1893) 
*) Verhandl. d. 25. Kongr. f. innere Medizin, 1908, 5. 501. 
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blut. Bei Anregung der duferen Sekretion des Pankreas durch Injektion 
verdiinnter Salzsiure ins Duodenum konnte er keine Steigerung des 
Fermentgehaltes des Pankreasvenenblutes hervorrufen, ebensowenig nach 
subcutaner Injektion von Adrenalin. Carlson und Luckhardt') konsta- 
tierten in 5, teils an Hunden, teils an Katzen, vorgenommenen Versuchen 
in 2 Fallen einen geringen Unterschied zugunsten der Lebervene, in den 
iibrigen 3 einen solchen zugunsten der Pfortader. 

Bei allen diesen Versuchen sind grofe Schwierigkeiten in der tech- 
nischen Ausfiihrung zu tiberwinden; der kleinste Fehler, etwa Verletzung 
des Pankreas, laf{t das ganze Resultat wertlos werden, wie besonders 
Ehrmann und Wohlgemuth?) zeigen konnten, die mit allen Kautelen 
an die Versuche herangegangen sind und feststellen konnten, dafs auch 
unter den verschiedensten Ernaihrungsbedingungen die Pankreasvene in 
ihrem Blut nicht mehr Diastase enthalt als irgend ein anderes peripheres 
Gefal. 

Diese Frage war damit fiir uns erledigt und es _ blieb 
uns nur die Untersuchung dariiber, ob sich im allgemeinen 
in den groben Arterien und Venen mit besonderer Bertick- 
sichtigung der vena port. Abweichungen der Diastasenwerte 
von einander finden wiirden. Wir gingen stets so vor, dai 
wir in Ather resp. Morphium-Athernarkose das Blut aus den 
einzelnen Gefifben entnahmen, sofort schlugen, zentrifugierten 


und das Serum dann verarbeiteten. 


Versuch Nr. 6 am Hund: 
Diastase im Serum der 
Vena femoralis: 0,5 cem ——» 62 mg 
Vena portarum: 0. » — » 60 » 
Vena cava inf.: O05 » ——» 59 » 
Art. carotis: 05 >» ——» 62 » 


Versuch Nr. 7 am Hund: 

(Sehr elendes Tier, das wegen eines Traumas nicht viel 
Nahrung zu sich genommen hatte; Magen leer, im Darm etwas 
harter Kot.) 

Vena jugul.: 0,5 ccm ——> 47 mg 
Vena portarum: 0.5 >» ——»p 49 





‘) Americ. Journal of Physiology, Bd. XXXII, S. 148 (1908). 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. XXI, S. 423, 1909. 
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Versuch Nr. 8. am Kaninchen: 


Vena jugul.: dS ecm —— 43 mg Cu, 
Vena portarum: 5 » ——p 42 » 
Vena hepat.: D > ep 42,5>  » 


Art. femoralis: 5 » ———p 43. » 

Die Zahlen differieren, wie man sieht, nur wenig oder 
gar nicht. Also sprechen auch diese Versuche dagegen, dab 
das Pfortaderblut reicher an Diastase ist, als das Blut in an- 
deren Gefifigebieten. Es folgt ferner daraus, daf es fiir unsere 
Versuche gleichgiiltig sein konnte, ob wir das Blut aus Arterien 
oder Venen entnahmen. 

Wir mochten im Anschluf hieran noch kurz die Diastase- 
verhaltnisse im miitterlichen und fotalen Blute streifen. 

Bials') und Cavazzanis?) auf diese Frage gerichteten Versuche 
hatten ergeben, dafs das diastatische Vermégen im fétalen Blut und im 
Blut von neugeborenen Tieren und Menschen sehr gering ist oder ganz 
fehlen kann, wihrend im Blut der Mutter betrichtliche Fermentmengen 
enthalten sind. Cavazzani hatte aus seinen Versuchen geschlossen, 
dafi von der Mutter kein diastatisches Ferment zum Fotus geht. In 
neuerer Zeit hat nun Wohlgemuth*) eine Anzahl Bestimmungen des 
amylolytischen Vermégens im Nabelschnurblut bei Gebarenden vorge- 
nommen und sehr schwankende Resultate erhalten, darunter Werte von 
Null. Wohlgemuth glaubte dadurch die Angabe Cavazzanis von 
der Undurchlassigkeit der Placenta widerlegt zu haben. Da er jedoch 
in Wirklichkeit fOtales Blut untersucht hat, so kénnen wir uns seiner 
Ansicht nicht anschliefen. 

Wir haben selbst einmal das Blut eines drei Tage alten 
Hiindchens untersucht und einen wesentlich geringeren Wert 
fiir die Diastase in demselben erhalten, als im miitterlichen Blut. 


Diastase im miitterlichen Blut: 
1 ccm ——»> 92 mg Cu. 
Diastase im Blut des jungen Tieres: 
1 ccm -——» 38 mg Cu. 
Die Leber und die Nieren des Tieres erwiesen sich als 
recht diastasereich, wahrend das Pankreas offenbar arm daran 





1) Pfliigers Archiv, Bd. LUI, S. 156 (1893). 
*) Malys Jahresber., Bd. XXIV, S. 396 (1894). 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. IX, S. 10 (1908). 
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war. Wir haben aus diesem Versuch den Eindruck gewonnen, 
dafi sich in der bekanntlich sehr glykogenreichen Leber des 
Neugeborenen sehr lebhafte enzymatische Prozesse abspielen 
und dafi wohl aus ihr die Hauptmenge des amylolytischen 
Kermentes beim saugenden Tier stammt. Der Fotus bezieht 
demnach wohl keine Diastase von der Mutter, sondern bereitet 
sie sich selbst. Die Placenta ist also fiir die Diastase wahr- 
scheinlich undurchlissig. 


Einflup dev Korpertemperatur auf den Diastasegehalt des Blutes. 


Zu der Gruppe kiinstlich erzeugter Glykosurien, bei denen 
Glykogen in der Leber schwindet und dafiir Zucker im Blut 
erscheint, haben wir wohl auch den Kiiltediabetes zu rechnen. 
Ks fragte sich, wie dabei die Blutdiastase sich verhalt. 

Wir gingen bei unseren Versuchen so vor, dai wir die 
Tiere — es wurden nur Kaninchen zu diesem Zweck ver- 
wendet — in ein Bad von 30° brachten, das wir durch hinein- 
gebrachte Eisstiicke langsam mehr und mehr abkiihlten. Von 
Zeit zu Zeit wurde die Temperatur im Rectum gemessen. Wenn 
sie hinreichend tief gesunken war, wurden die Tiere aus dem 
Bad herausgenommen, kurz abgerieben und aus der Jugularis 
entblutet. 

Versuch Nr. 9. 

Kaninchen von 1800 g wird im Verlauf einer halben 
Stunde von 38° auf 22° abgektihlt, dann durch Entbluten 
getotet. 

Diastase vorher: 5 ccm > 41—1 = 40 mg Cu. 
nachher: 50—0O,7 = 43 mg Cu. 
Blutzucker beim zweiten Aderla6b im Plasma = 0,37 °/o. 
Versuch Nr. 10. 
Kaninehen von 2500 g wird von 38,5° auf 26° abgekihlt 
Diastase vorher: 5 ccm ——»> 45 —1= 44 mg Cu. 
nachher:5 » ——» 51,5—d = 46,5 
Blutzucker im Gesamtblut: 0,17°/o. 
Versuch Nr. 11. 
Kaninchen von 2400 g wird von 38,5° auf 25° abgekiihlt: 
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Diastase vorher: 5 ccm ——» 48 mg Cu. 
nachher: 5 » ——» 60—7 = 53 mg Cu. 
Blutzucker im Plasma: 0,33°/o. 

Wenn es uns gestattet ist, aus diesen drei Versuchen 
ein Urteil abzuleiten, so kénnen wir es dahin abgeben, daf 
unter dem Einfluf dev Kdlte die Blutdiastase eine geringe Zu- 
nahme erfahren kann. Jedoch ist dieselbe keineswegs regel- 
mibig und es bleibt unklar, worauf sie zuriickzufiihren ist. 
Ebensogut wie aus der Leber, kann in diesem Falle infolge 
des standigen Zitterns des Tieres Diastase aus dem Muskel 
in das Blut gelangen. Jedoch sind das alles unbewiesene 


Hypothesen. 

Wir hatten die Absicht, auch iiber das Verhalten der Blutdiastase 
bei tiberhitzten Tieren und im Fieber Untersuchungen auszufiihren, als 
die Arbeit von Schirokauer') «Uber den Einflu®Q der Kiérpertemperatur 
auf die Diastase» erschien, die solche Versuche iiberfliissig machte. 
Schirokauer hat nachgewiesen, dafi die Diastase des Blutes und der 
Leber im Fieber keine bemerkenswerte Veriinderung gegen die Norm 
erfahrt. Eine Ausnahme machten vielleicht die mit Heuinfus zur Her- 
vorrufung des Fiebers behandelten Tiere, die eine geringe Herabsetzung, 
jedoch nur im Blut, zeigten. 


Der Diastasegchalt des Blutes bei verschiedener Erndhrung 
und im Hunger. 

Daf das Pankreas unter dem Einflufi verschiedener Er- 
nahrung verschieden grohe Mengen Amylase in den Darm 
absondert, ist seit den Versuchen Adlterer Autoren gentigend 
bekannt. Fiitterung mit Fleisch und Fett vermindert die Menge 
der secernierten Amylase, wahrend die Darreichung von stiirke- 
reicher Kost den entgegengesetzten Effekt hat. Es erhebt sich 
die Frage, ob auch der Blutdiastasegehalt durch diese ver- 
schieden starke Sekretionstatigkeit der Bauchspeicheldriise bei 
verschiedener Ernihrung beeinflubt wird. 


Zur Beantwortung dieser Frage haben Carlson und Luckhardt,’*) 
Wohlgemuth’) und Schlesinger‘) eine Anzahl Versuche ausgefiihrt. 





1) Zeitschrift f. klin. Medizin, Bd. LXX, S. 103 (1910). 

*) Americ. Journal of Physiology, Bd. XXIII, S. 162 (1908). 
5) Biochem. Zeitschrift, Bd. XXI, S. 381 (1909). 

*) Deutsch. med. Wochenschrift, Bd. XXXIV, S. 593 (1908). 
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Carlson und Luckhardt experimentierten an Hunden. Katzen und 
Hiihnern. Sie fiitterten einen Teil der Tiere ausschlieflich mit Brot und 
Vegetabilien, den anderen Teil mit Fleisch. Es zeigte sich kein Unter- 
schied. Ebensowenig konnten Wohlgemuth und Schlesinger in Ver- 
suchen am Hunde einen Unterschied bei verschiedenem Ernahrungs- 
regime feststellen. 

Diese Versuche beweisen die Unabhiangigkeit des Gehaltes des 
Blutes an Amylase von der Lebhaftigkeit der Pankreassekretion und 
sprechen zugleich dafiir, daf, wie wir spéter noch ausfiihrlich zeigen 
werden, die Resorption der Diastase vom Darm aus, wenn sie tiberhaupt 
vorhanden, nicht erheblich sein kann. 

Da also die Ergebnisse Wohlgemuths, Schlesingers 
und der amerikanischen Autoren, die zudem mit verschiedenen 
Methoden gewonnen sind, in guter Ubereinstimmung miteinan- 
der stehen, so konnten wir davon absehen eigene Experimente 
in dieser Richtung anzustellen. Wir wenden uns deshalb zu 
dem zweiten Teil unseres speziellen Themas, dem Verhalten 
der Blutdiastase im Hunger. 

Aus den Versuchen von Bang und seinen Mitarbeitern') 
geht mit aller Deutlichkeit hervor, daf die Leber von hungern- 
den Kaninchen eine weit grodfere Fermentmenge besitzt, als 
die gut geniihrter Tiere. 

Die Hungerperioden brauchten dabei nur kurz zu sein, ein bis 
zwei Tage, trotzdem betrugen die Unterschiede durchschnittlich ca. 100°/o. 

Nun ist bekanntlich die Leber im Hungerzustand meist arm ode 
ganz frei an Glykogen; es fehlt also derjenige Stoff, auf den das Fer- 
ment einwirken soll. Zur Erklarung dieser Tatsache, dafi bei Anwesen- 
heit von wenig Leberklykogen viel Ferment vorhanden ist und umge- 
kehrt, geht Bang vom Blutzucker aus und folgert, dah, wenn viel Glykogen 
in der Leber vorhanden ist, es nur geringer Fermentmengen bedarf, um 
daraus den notigen Blutzucker zu bilden. Umgekehrt ist im Hunger- 
zustand viel Ferment nétig, um aus dem verminderten Glykogen noch 
geniigend Zucker zu bilden. 

Dieser Standpunkt ist vom Prinzip des Massenwirkungsgesetzes 
betrachtet ohne weiteres einleuchtend. 

Auch tiber die Ausscheidung der Diastase im Urin bei 
niichternen und bei Hungertieren sind eine Anzahl von Ver- 


suchen angestellt worden, und zwar von Wohlgemuth.?) 


‘) Hofmeisters Beitr., Bd. IX, S. 408 (1907). 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. XXI, S. 432 (1909). 
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Er konstatierte bei Kaninchen und Hunden, dafi die niichternen 
Tiere prozentualiter mehr Diastase im Urin hatten als die gefitterten. 
Noch deutlicher war dieser Unterschied bei Tieren, die mehrere Tage 
hungerten. Ahnlich sind die Verhiltnisse beim Menschen. 

Wenn wir nun die Ergebnisse der Versuche iiber den 
Fermentgehalt der Leber und des Urins zusammenhalten, so 
gewinnen wir die Vorstellung, dafs im Hunger eine kriiftige 
und kontinuierliche Bildung von Diastase in der Leber statt- 
findet, daB dieses Enzym, nachdem es seine Aufgabe, die Um- 
bildung des Glykogens, erledigt hat, in das Blut tbertritt und 
weiter mit dem Harn ausgeschieden wird. Wir miiften also 
dieser Annahme entsprechend im Blut eine Vermehrung des 
diastatischen Fermentes im Hunger antreffen. Wir kénnen uns 
eine Erérterung dariiber sparen, dai die im Urin auftretende 
Diastase nicht aus dem Blut, sondern aus der Niere stamme. 
Es erscheint unwahrscheinlich, daf die Niere aus sich selbst 
heraus im Hunger mehr, bei guter Erniihrung weniger Diastase 
produziert. 

Auffallenderweise konnte nun aber Wohlgemuth!) beim 
Hunde in liingeren Hungerperioden keine Anderung der Blut- 
diastase feststellen. Dieser Widerspruch veranlafite uns, noch 
einige Versuche tiber den Diastasegehalt des Blutes im Hunger 
auszufiihren, und zwar liefien wir unsere Versuchstiere zuniichst 
kiirzere Zeit hungern, weil ja nachgewiesenermafhen die Haupt- 
mengen des vorhandenen Glykogens in den ersten Hungertagen 
schwinden. 

Versuch Nr. 12. 

Kaninchen von 3200 g hat am 1. Versuchstag Diastase: 

dS) cem ——» 53 mg Cu. 

Wird 2 Tage gut gefiittert; danach Diastase: 

5 com ——» 50 mg Cu. 

Dann 4 Hungertage, danach Diastase: 

5S cen ——» 50 mg Cu. 


Versuch Nr. 13. 


Parallelversuch zum vorigen. 


') Biochem. Zeitschrift, Bd. XXI, 5. 381 (1909). 
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Kaninchen von 3400 g hat zu Beginn des Versuches 
Diastase: 5 ccm ——> 53 mg Cu. 

Nach 2 Tagen mit reichlicher Ernahrung 
Diastase: 5 ccm ——> 49 mg Cu. 

Nach 4 Hungertagen: 
Diastase: 5 ccm ——» 50 mg Cu. 

Diese Versuche wurden wihrend der heifen Jahreszeit 
angestellt. Nun hat bekanntlich Giirber!) ermittelt, dab Ka- 
ninchen im Sommer weniger Glykogen ablagern, als im Winter. 
Angenommen nun, dafi die Diastasebildung und demnach auch 
die Diastasekonzentration in der Leber eine obere Grenze hat, 
die dann erreicht ist, wenn der groSte Teil des Leberglyko- 
gens geschwunden ist, so kénnen wir bei Tieren, die bereits 
glykogenarm in den Versuch kommen, im Verlauf der Hunger- 
periode keine weitere Zunahme der Diastase im Blut erwarten. 
Wir verfiigen noch tiber einen Versuch am hungernden Ka- 
ninchen, der zur Winterszeit angestellt ist, und in dem sich 
tatsiichlich eine geringe Zunahme der bBlutdiastase wahrend 
des Hungerns herausstellte. 


Versuch Nr. 14. 

Kaninchen von 3480 g hungert vom 4./XI. 09 bis 11. XI. 09. 
Zu Beginn des Versuchs Diastase: 

deem ——> 37,8 mg Cu. 
Am 8./XI: 

deem ——> 39,5 mg Cu. 
Am 11. XI: 

deem ——»> 42,5 mg Cu. 

Einen weiteren Versuch haben wir an einem Hund an- 
gestellt. hier haben wir aufer der Diastase auch die Maltase 
des blutserums bestimmt. 

Versuch Nr. 15. 

Hund von 7,5 kg, gut genahrt und lebhaft, hungert vom 

27..V. bis 2. VI. 10, also 7 Tage. 


‘) Sitzungsber. der phys.-med. Gesellschaft zu Wiirzburg, 1895, S. 17. 

















Datum .... 27./V. 29./V, 1./VI. 3./VI. 
Diastase .. . 73 | 78 | 80) 80 
Maltase... . 150° | 187° |  1,29° 125° 


In diesem Versuch zeigt sich eine auffallende Tendenz 
der Zunahme nicht nur der Diastase, sondern auch der Maltase. 
Wie voreilig es jedoch wire, nunmehr die Zunahme der Blut- 
diastase im Hunger als verbiirgt hinzustellen, lehrt wiederum 
folgender Versuch an einem Hunde: 


Versuch Nr. 16. 
Dachshund von 8 kg hungert vom 3./VI. bis 19./VI. 1910. 





aa —— 


Datum. . 3./VI. &/VI | Z/VE | OVE | «18./V1 19./VI. 











Diastase . 72,5 59 | 625 | D1 55 | 52 
Maltase .| 1,52° 1,90? 1,93° | 196° | 2,06° 2,12° 


Hier sind ganz unregelmabige Schwankungen vorhanden. 
Ganz unverstiindlich ist der plitzliche Diastaseabfall am sechsten 
Hungertage. 

Bei einem dritten Hunde endlich konnten wir wieder eine 
Zunahme der Diastasemenge konstatieren. 

Versuch Nr. 17. 
Kleiner Hund von 4,5 kg hungert vom 21./V. bis 23./V. 
Diastase zu Beginn des Versuches 
0,.5cem ——» 48 mg Cu. 
Diastase am dritten Hungertage 
0.5 ecem ——» 55,5 mg Cu. 

Wir hielten es nach dem Ausfall dieser Versuche fiir 
dringend erforderlich, weitere Experimente in dieser Richtung 
an auf Glykogen gemiisteten Hunden vorzunehmen. Leider 
konnten wir aus déuferen Griinden unser Vorhaben nicht aus- 
fiihren und muBten diesen Teil unserer Arbeit unabgeschlossen 
lassen. Wir begniigen uns deshalb damit, darauf hinzuweisen, 
da in der Mehrzahl unserer Versuche eine Tendenz zum Steigen 
des amylolytischen Blutfermentes vorhanden war. Kurz hin- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVIIL. Ot 
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weisen mochten wir hier noch auf die Tatsache, die auch 
Schirokauer') aufgefallen ist, daB gleich nach dem Kauf 
ohne vorherige Fiitterung in den Versuch genommene Tiere 
fast immer einen hohen Blutdiastasetiter haben: das wiirde 
sich also, um es zu wiederholen, so erkliiren, dah wir in der 
Leber wenig Glykogen haben. Dementsprechend viel Leber- 
und damit viel Blutdiastase. 


Die Wirkung in den Korper ecingefiihrter Diastase. 


Bevor wir zu Versuchen schritten, durch die wir den 
Diastasegehalt des Blutes durch Eingriffe aller Art zu beein- 
flussen suchten, kam es uns darauf an, festzustellen, welche 
Folgen eine Steigerung des Diastasegehaltes des Blutes an und 
fiir sich fiir das Versuchstier hat, namentlich auch ob sich er- 
héhte Glykogeneinschmelzung mit Anderung der Blutzucker- 
werte nachweisen lift. Nach den Angaben von Loeper und 
Ficai (Arch. de méd. exp., Bd. XIX, 5. 722, 1907), auf die wir 
gelegentlich der Ausscheidung der Diastase noch niiher ein- 
gehen werden, soll vermehrte Blutamylase zu St6rungen mannig- 
facher Art im Korper fiihren kénnen. Wir fiihrten zu diesem 
Zweck dem Kaninchen Diastase auf den verschiedensten Wegen 
zu und zwar sahen wir wegen der giftigen Eigenschaften von 
Pankreasextrakten davon ab, ein Pankreaspraparat zu injizieren. 
a wir aber doch gern eine tierische Diastase verwenden 
wollten, so wihlten wir Schweineserum, das, wie wir gesehen 
haben, ja auberordentlich stark, etwa 20mal so stark sacchari- 
fiziert, wie Kaninchenserum. Es ist zwar auch giftig, wird 
aber, vorsichtig und in nicht zu groBen Dosen injiziert, ganz 
gut vom Kaninchen vertragen. 

Es wurde den Tieren subcutan, intraperitoneal, intravenos, 
per os und per rectum beigebracht. 

Versuch Nr. 18. 

Kaninchen von 3100 g erhiilt 30 cem Schweineserum sub- 
ecutan. Nach 3 Stunden Aderlab. 

Diastase vorher: deem ——» 45 mg Cu, 

; nach 3 Stunden: 5 » ——» 45 »— » 


') Zeitschrift f. klin. Medizin, Bd. LXX, S. 103 (1910). 
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Versuch Nr. 19. 
Kaninchen von 2800 g erhalt 25 eem Schweineserum sub- 
eutan. Nach 5 Stunden AderlaB. 
Diastase vorher: deem ——» 48 mg Cu, 
nach 5 Stunden: 5 >» ——p 47 , 
Versuch Nr. 20. 
Kaninchen von 2000 g erhalt 10 eem Schweineserum sub- 
cutan. Nach 3 Stunden Aderlaf. 


Diastase vorher: seem — > 48 mg Cu, 
nach 3 Stunden: 5 » ——> 47 
Blutzucker im Plasma = 0,12°/o, also normaler Wert. 


Versuch Nr. 21. 


Kaninchen von 1800 g erhilt 10 eem Schweineserum intra- 
peritoneal. 
Diastase vorher: decm — > 36mg Cu, 
nach 1 Stunde: 5 » ——» 50 
Blutzucker nach 1 Stunde 0,12°/o, also normaler Wert. 


Versuch Nr. 22. 
Kaninchen von 2000 g erhalt 5 cem Schweineserum intra- 
venos. 
Diastase vorher: acem —— > 31 
nach '/4 Stunde: 5 » ———p» 72 
Blutzucker im Plasma nach !/4 Stunde = 0,11°/o,also normal. 


Versuch Nr. 23. 


") 


Kaninchen von 3400 g erhiilt 10 ccm Schweineserum 


intravenos. 
Diastase vorher: decm ——»> 44 mg Cu, 
> nach 15 Minuten: 5 » ——> 70 
3 Stunden: 5 » ——p 48 
» 6 > D> ———p 41,5 
> Q > D> ——~»> 43,0 
2) D > ——p 41,5 


Versuch Nr. 24. 


Kaninchen von 3500 g erhilt 50 ccm Schweineserum 


31* 
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vom Reduktionswerte 1 ccm ——» 95 mg Cu mit der Schlund- 
sonde in den Magen. 


Diastase vorher: dcem ——»> 46 mg Cu, 
, nach 3 Stunden: 5 » ——> 46.5 >» » 
q : ; « wee «a 


Versuch Nr. 25. 
Kaninchen von 2900 g erhiilt 30 ccm Schweineserum als 


Klysma. 
Diastase vorher: dcem ——» 47 mg Cu, 
nach 2 Stunden: 5 » > 47,5 » > 





Wie aus diesen Versuchen hervorgeht, vermag die per os. 
per rectum und subcutan zugeftihrte Diastase den Ferment- 
gehalt des Serums in keiner Weise zu beeinflussen, eine Zu- 
nahme findet nur statt, wenn man das Enzym intravenos 
oder intraperitoneal verabreicht. Von diesem Anwachsen 
des amylolytischen Fermentes bleibt der Zuckergehalt im Blute 
unbeeinfluBt. Indes wollen wir einen Versuch nicht unerwihnt 
lassen, in dem eine intraperitoneale Einspritzung von Schweine- 
serum doch zu einer Hyperglykémie fiihrte: 

Versuch Nr. 26. 

Kaninchen von 4700 g erhilt 15 cem Schweineserum 
intraperitoneal. Starke Chokwirkung, Unruhe, Dyspnoé, Cyanose, 
Pulsbeschleunigung. Spiiter erholt sich das Tier wieder. 

Diastase vorher: 5cem ——» 43 mg Cu, 
nach 1'/2 Stunden: 5 » ——» 89» » 

Blutzucker im Plasma nach 1! 2 Stunden 0,29°/o. 

In diesem Versuche, in dem es zum Unterschied von den 
anderen zu einem starken peritonealen Chok kam, handelt es 
sich nach unserer Ansicht um eine dyspnoétogene Hypergly- 
kiimie, die mit der Steigerung der Diastasemengen im Blute 
nichts zu tun hat. und wir glauben trotzdem nach unseren 
Versuchen die Behauptung aufstellen zu diirfen, dai eine Steige- 
rung des Diastasegehaltes des Blutes an sich keine Einschmelzung 
von Glykogen und damit Hyperglykimie hervorruft. Es ist wohl 
nur die in den Leberzellen selbst entstandene, «endogene» 
Diastase, die das Glvkogen anzugreifen vermag. Zum mindesten 
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haben wir dies durch unsere Versuche fiir die artfremde 
Diastase bewiesen. Wenn wir aber unsere Resultate in Be- 
ziehung setzen zu den Beobachtungen, die Schlesinger?) an 
Kaninchen mit unterbundenem Ductus Wirsungianus machte, 
so sind wir auch berechtigt, die allgemeineren Schliisse iiber 
EKinschmelzung des Leberglykogens, wie wir sie soeben an- 
gegeben haben, aus unseren Versuchen zu ziehen. Genannter 
Autor sagt: «Systematische Untersuchungen des diastatischen 
fermentes im Blute der Tiere dieser Versuchsreihe ergaben, 
daB eine Beziehung zwischen der Grobe des Fermentes und 
der Glykosurie in keiner Weise zu erbringen ist. Denn die 
Glvkosurie fehlte regelmibig gerade wihrend der ersten Tage 
nach der Unterbindung, wo das diastatische Ferment aufer- 
ordentlich gesteigert war. Umgekehrt wurden gerade wiihrend 
der Perioden hoichster Zuckerausscheidung und weiterhin wieder 
normale Fermentwerte bestimmt. » 

Ob es sich in den Versuchen mit Injektion von Pankreasextrakt, 
iiber die Loeper und Ficai?®) berichten, und in denen es zu Glykogen- 
einschmelzung und Glykosurie kam, ebenfalls um die Folgen eines Choks 
handelte, miissen wir vorderhand dahingestellt sein lassen. Wir halten 
es fiir méglich, denn die verderbliche Wirkung injizierten rohen Pankreas- 
saftes ist Ja hinlainglich bekannt. 

Wie erwihnt, behamen wir nur bet intraveniser oder intra- 
peritonealer Darreichung der Diastase vine Steiyeruny derselben 
im Blute. Da6B die per os in Versuch Nr. 24 verabreichte 
ungeheure Fermentmenge keinen EinfluB auf die Konzentration 
der Blutdiastase ausiibte, ist nicht weiter auffallend, da wir 
ja wissen, da das amylolytische Ferment im Magen durch die 
Kinwirkung der freien Salzsiure unwirksam gemacht wird. 

Auffallender ist es schon, dab die per rectum applizierte 
Diastase sich ebenfalls nicht im Blut bemerkbar macht, wiihrend 
doch bekanntlich sonst Eiweif, wenn auch nur in geringen 
Mengen, vom Dickdarm aus resorbiert wird. Es folgt daraus, 
da auch diejenigen Diastasemengen, die sich normalerweise im 
Inhalt des Dickdarms stets finden, die vom Pankreas stammen 
und sich auf dem Wege der Ausscheidung befinden, wohl nicht 


') Verhandlungen des 25. Kongresses fiir innere Medizin, 1908, S. 505. 
*) Arch. de méd. expérim., Bd. XIX, 8. 722 (1907). 
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in erheblichem Grade resorbiert werden und also keine Quelle 
fiir die Blutdiastase abgeben. 

Besonders verwunderlich ist es aber, dah die nach sub- 
kutaner Injektion von Schweineserum zugefiihrten erheblichen 
Diastasemengen in keinem einzigen Falle eine Zunahme des 
Fermentes im Blute der Versuchstiere bewirkt haben. Es fragt 
sich, wo die Diastase geblieben ist. Hier konnten nur Diastase- 
bestimmungen im Urin Aufschlu8 geben. Wir haben deshalb 
den folgenden Versuch angestellt. 


Versuch Nr. 27. 


Grobes Kaninchen erhiilt 40 cem Schweineserum subkutan. 
In den einzelnen Harnportionen der beiden vorhergehenden 
Tage entsprach die Diastasemenge, in je 5 ccm Harn bestimmt: 
1) 37 mg, 2) 40 mg, 3) 45 mg, 4) 45 mg Cu, Die letzte Portion 
war kurz vor der Injektion gelassen worden. 15 Stunden nach 
derselben wurden ca. 60 ccm Urin entleert mit einem Diastase- 
gehalt entsprechend 42 mg Cu. 

Wir sehen, dab auch der Urin keine Zunahme der Diastase 
aufwies. 

An der Methode lag das nicht etwa: denn wir konnten 
uns durch einen weiteren Versuch tiberzeugen, dafi schon 3 ccm 
Schweineserum, zu 100 cem Urin hinzugefiigt, einen deutlichen 
Ausschlag gaben: 

{ vor dem Zusatz: 5 ccm ——» 25 mg Cu. 
| nach » , 5 » mp 395 » » 

Es mup also in diesem Fall die Diastase irgendwo im Kérper 
vniwirksam gemacht worden sein, che sie in den Kreislauf gelangt. 
Am aniichsten liegt es, dem Unterhautzellqgewebe diese Funktion 
sucuschreiven, denn dorthin hatten wir ja das Serum gespritzt. 
Wenn aber das Unterhautzellgewebe Diastase vernichten kann, 
die man direkt in seine Maschen eingespritzt hat, so ist nicht 
einzusehen, warum es nicht auch Diastase, die schon im Kreis- 
lauf war, nach vorhergegangener Resorption zur Zerstorung 
bringen kénnte. Ubertragen wir diese Befunde auch auf art- 
eigene Diastase, so wiirden sich aus dieser Uberlegung wichtige 
Folgerungen ergeben. So miibten wir, den Urin_ betrefiend, 


Diastase 
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schlieBen, daf er nur einen Teil der Diastase enthiilt, die im 
Kreislauf gewesen ist. Ferner lassen sich hier Betrachtungen 
iiber die thyreoidektomierte Ziege Wohlgemuths!) anreihen, 
deren Diastasetiter auf den achten Teil des normalen Wertes 
zurickgegangen war. Diese Erscheinung fiinde ihre Erklirung 
in einer gesteigerten ZerstOrung bezw. Bindung von Diastase 
in dem hyperplastischen Unterhautzellgewebe des Tieres, von 
dem Wohlgemuth ja angibt, daB es stark gedunsen gewesen 
ist. Ob ein Teil der nach Exstirpation der Schilddriise beob- 
achteten Storungen des Kohlehydratstoffwechsels auf dieses 
Sinken der Blutdiastase in letzter Linie zuriickzufiihren ist, 
muBbten weitere Versuche zeigen. Vielleicht bietet sich hier 
ein ergiebiges Feld fiir weitere Forschungen. 


Kinflup des Pankreas auf den Diastasegehalt des Blutes. 


Um den Einflufi des Pankreas auf den Diastasegehalt des 
Blutes festzastellen, sind a priori zwei Wege gegeben, einer- 
seits die Anregung der Tiitigkeit dieses Organes durch 
Stoffe, die notorisch in diesem Sinne einwirken, anderseits die 
Ausschaltung des Organs auf operativem Wege. 

Um die Pankreastiitigkeit anzuregen, bedient sich Wohl- 
gemuth des Sekretins, das er nach der Vorschrift von Bayliss 
und Starling aus Diinndarmschleimhaut gewonnen hatte. In- 
jektionen dieses Extraktes hatten keinen nennenswerten Ein- 
flu8 auf die Menge der Blutdiastase. Darreichung von Salzsiiure 
hatte dasselbe negative Ergebnis. 

Da nach v. Fiirth und Schwarz?) die Anregung der 
Pankreastitigkeit durch Sekret zum Teil auf Rechnung des 
Cholingehaltes dieses Priiparates zu setzen ist, haben wir einige 
Versuche mit reinem Cholin angestellt, die das folgende Er- 
gebnis hatten: 

Versuch Nr. 28. 

Kaninchen von 2920 g erhiilt 0,4 g salzsaures Cholin sub- 

cutan. Nach 2 Stunden Aderlab: 


1) Biochem. Zeitschrift. Bd. XXI, S. 381 (1909) 
*) Pfliigers Archiv, Bd. CXXIV, S. 427 (1908) 
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Diastase vorher: 5 ccm ——» 43,8 mg, 
nachher: 5 » ——» 44,3 
Versuch Nr. 29. 
Kaninchen von 2750 g erhalt 0,1 g salzsaures Cholin intra- 
venos. Aderlufi nach 5 Minuten und nach 1 Stunde: 
Diastase vorher: dccem ——» 45,5 mg, 
> nach 5 Min.: 5 >» ——» 440 
1Stde.: 5 » ———p 42 
Versuch Nr. 30. 

Kaninechen von 2850 g erhalt 0,01 g salzsaures Cholin 
intravends. AderlaB nach 2 Stunden: 

Diastase vorher: 5 ccm ——» 42,8 mg, 
nach 2 Stdn.: 38,8 mg. 

Diese Versuche beweisen, dafi das Cholin heineswegs den 
Diastaseqgehalt des Blutes steigert. Eher ist eine leichte Abnahme 
zu konstatieren. 

Wir sind ferner der Frage niiher getreten, wie sich die 
slutdiastase nach Pankreasexstirpation verhiilt. Neue Versuche 
in dieser Richtung anzustellen, war recht notig, da die Angaben 
der Autoren, welche den Einflu{ der Pankreasexstirpation auf 
den Amylasegehalt des Blutes studiert haben, nicht unerheblich 
von einander abweichen. Und gerade die Frage nach dem Ver- 
halten des blutfermentes nach Pankreasexstirpation ist es ja, die 
uns wichtige Schliisse auf den Ursprung der Diastase zu ziehen 
gestattet. Deshalb wollen wir auf sie etwas niaher eingehen. 

Kaufmann,') Lépine und Barral,*) Loeper und Ficai*) sowie 
Schlesinger‘) fanden eine deutliche Verminderung des diastatischen 
Ferments im Blute nach Pankreasexstirpation, ohne allerdings genauere 
Angaben iiber deren Dauer und zeitlichen Verlauf zu machen. Carlson 
und Luckhardt®) machten Versuche an zwei Katzen, die nach Vor- 
nahme der Totalexstirpation des Pankreas sofort diabetisch wurden und 
neun Tage lebten, konnten jedoch bis zu deren Tode keine Verminderung 
der Blutdiastase feststellen. 

‘') Compt. rend. soc. biol., Bd. XLVI, 8. 130 (1895). 

*) Rev. de méd,, 1892, S, 488. 

Arch. de méd. exp., Bd. XIX, S$. 722 (1907). 

*) Deutsche med. Wochenschr., 1908, S. 593. 

Americ. Journ. of Physiology, Bd. XXIII, S. 156 (1908). 
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Wohlgemuth, dem es frither') nur in einem von fiinf Fiillen 
gegliickt war, durch Pankreasexstirpation eine Verminderung der Blut- 
diastase zu erhalten, macht in seiner letzten Arbeit?) interessante An- 
vaben tiber den Verlauf der Diastasekurve bei einem pankreaslosen Hunde, 
den er linger am Leben erhalten konnte. Danach sank die Diastase 
zuerst auch etwas unter die Norm, stieg dann aber wiederum an und 
zeigte betréachtliche, nicht recht erklairliche Schwankungen. Bei keinem 
der Autoren ist das diastatische Vermégen des Serums nach Pankreas- 
exstirpation gleich Null geworden. Man kann also zweifellos sagen, dal 
nicht die gesamte Menge der Blutdiastase aus dem Pankreas stammt, 
sondern wahrscheinlich nur ein nicht einmal sehr betriichtlicher Teil. Es 
fragt sich nun, ob die Ausscheidung der Diastase ein Vorgang innerer 
Sekretion ist, oder ob das Pankreas die Diastase in den Darm ergieft und 
ob erst von dort aus eine Resorption stattfindet. Loeper und Ficai (1. ¢.) 
glauben letzteres und zwar deshalb, weil bei Unterbindung des duct. 
Wirsung. gleichfalls eine Verminderung der Diastasemenge festgestellt 
werden konnte. Umgekehrt fanden Lépine und Barral*) im Anschluf 
an Versuche von Griitzner, und ebenso Langendorff,*)Schlesinger,*) 
Clere und Loeper®) nach Unterbindung des ductus Wirsungianus eine 
Vermehrung des diastatischen Fermentes im Blute, wahrend schlieflich 
Wohlgemuth’) feststellen konnte, daf auf den Anstieg der Amylase ein 
Absinken folgte und dafs sich dadurch der eigentiimliche Widerspruch 
der Resultate erkliirte. Dieser Anstieg ist nach Wohlgemuth_ bedingt 
durch Stauung, das Absinken durch Degeneration des Pankreas. 

Diese Steigerung der Blutdiastase geht mit einer Zunahme der 
Diastase im Urin Hand in Hand*) und Wohlgemuth®) empfiehlt, nach- 
dem er in zwei Fallen, bei denen ein Abschluf§ des Pankreassekrets von 
dem Darm klinisch sicher diagnostiziert war, auferordentlich grofe Diastase- 
werte im Urin festgestellt hat, die Untersuchung des Urins auf seinen 
Diastasegehalt als klinische Methode. 

Um nun zu unseren eigenen Versuchen zu kommen, so 


verfiigen wir im ganzen tiber 5 Fille, 3 mit totaler und 2 mit 
partieller Exstirpation, alle beim Hunde. Von den total pan- 
kreatektomierten Hunden iberlebten zwei die Operation um 


1) Deutsche med. Wochenschr., 1908, S. 765. 

*) Biochem. Zeitschr., Bd. XXI, 5S. 381 (1909). 

5) Compt. rend. de l’Acad. d. sciences, 1891, Bd. CXIII, S. 729 
*) Arch. f. Anat. u. Physiol., 1879, S. 1. 

°) Verh. d, 25. Kongresses fiir innere Medizin, 1908, 5S. 501. 

°) Compt. rend. soc. biol., Bd. LXVI, S. 871, 1909. 

") Biochem. Zeitschr., Bd. XXI, 8. 391, 1909. 

*) Rosenberg, Inaug.-Dissert., Tiibingen 1890. 

*) Berl. klin. Wochenschr., 1910, Heft 3. 
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zwei Tage, der dritte um vier Tage. Wir lassen zuniichst die 
Protokolle dieser 3 Versuche folgen. 
Versuch Nr. 31. 
Hunde von 9 kg. Totalexstirpation. 
Vorher Diastase: 0,5 cem ——» 75 mg Cu, 
nach 2 Tagen > :O0O,5 » ———»> 79 >» » 
Das Tier hatte am Tage nach der Exstirpation Zucker 
im Urin. Es starb an Peritonitis. 
Versuch Nr. 32. 
Hund von 6,5 kg. Totalexstirpation, die starke Zuckeraus- 
scheidung im Gefolge hat. 


Diastase vorher: 0,5 com ——> 69 mg Cu, 
nach 1 Tage: 0,5 » ——» 78 »  » 
» 2 Tagen: 0, » ——»> 64 


+; an Peritonitis. 

Versuch Nr. 33. 

Hund von8,2 kg. Nach der Totalexstirpation starke Zucker- 
ausscheidung. 

Diastase vorher: 0,5 ccm ——» 62 mg Cu, 

» nach 4 Tagen: 0,05 » ——» 46 » » 

; an Peritonitis. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich ein Ansteigen der Dia- 
stase in zwei Fiillen, dem aber im zweiten Falle ein Absinken 
folgt. Im Fall 3 zeigte sich am vierten Tage ein deutlicher 
Abfall. Leider wurden in der Zwischenzeit keine Bestimmungen 
vorgenommen. 

Wir gehen nunmehr zu unseren Versuchen mit partieller 
Exstirpation tiber. 

Versuch Nr. 34. 


Kinem Hund von 6 kg wird der duodenale Teil des Pan- 
kreas mit Ausnahme der dem Darm anliegenden Partie reseciert, 
der lienale Teil abgeschnitten, jedoch in der Bauchhohle ge- 
lassen. Glatte Heilung, das Tier ist schon am zweiten Tage 
sehr munter. Kein Zucker im Urin. 

Diastase vorher: 0,5 cem ——» 73 mg Cu, 

nach 1 Tage: 0,5 » —— » 80,5 » 
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Diastsae nach 2 Tagen: 0,8 ccm ——» 82 mg Cu. 
» » » O50 » ——» 69 
05 » ——» 66 
05 > —» d4 
16» 05 » ——» 61,5 
a2 Ct} 00 >» —— > 76 
64 » OF » ——» 73 

Zweiter Eingriff nach 64 Tagen: zahlreiche Verwachsungen; 
an Stelle des abgeschnittenen lienalen Teiles derber, bindege- 
webiger Strang. Hest des Pankreas stark vaskularisiert, wie 
uns schien, blutreicher als beim ersten Eingriff. Der Rest wird 
unter einigen Schwierigkeiten reseciert. Am niichsten Tage 
wird das Tier moribund vorgefunden. Geringe Menge zucker- 
haltigen Urins. Blutdiastase: 0,4 ccm ——>» 69 mg Cu. 

Wir finden in diesem Versuch zuniichst einen Anstieg, 
dann einen Abfall, spiiter wieder einen Anstieg des Blutdiastase- 
spiegels. Fiir den primiren Anstieg kénnen wir in Uberein- 
stimmung mit Wohlgemuth, der einen ahnlichen Versuch 
ausgefiihrt hat, die Erklirung geben, dafi er durch die in die 
Bauchhohle secernierenden Reste des Pankreas bewirkt ist. 
Dann folgt, parallel mit dem Absterben des in der Bauchhohle 
belassenen Stiickes, ein Abfall der Diastasemenge. Den spiiteren 
Anstieg erkliren wir uns so, dafB das dem Darm anliegende 
Drittel des Pankreas nach der Verstiimmelung des Organes eine 
gesteigerte Tatigkeit entfaltet hat. Tatsichlich war die Verdauung 
des Tieres bis zum zweiten Eingriff eine ganz vorziigliche. 

Was endlich unseren letzten Versuch anbetrifft, so hatten 
wir bei einem Hunde, den wir nach fast totaler Exstirpation 
ca. 10 Wochen am Leben erhielten, Gelegenheit, die Diastase- 
kurve tiber einen liingeren Zeitraum zu verfolgen. ' 


Versuch Nr. 35. 


Hund von 13 kg. Partielle Exstirpation am 21.'X. O09. 
Diastase vorher: 0.5cem —» 73 mg Cu, 
am 23,/X.: O50 » —— p10. » 
19. XL: OFF >» ———» 638 
7/XIL: OD >» ——p 49 
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Diastase am 20. XII: 0,5 cem ——» 45 mg Cu, 
, » 23 XI: OF >» ——p 44 » >» 
1.1. 10: 05 » ——»p» 42 

~ am 5.1. 10. Bei der Sektion ist vom Pankreas keine 
Spur mehr nachzuweisen. Leber verfettet, Dérme und sonstige 
Organe zeigen keinerlei pathologische Verdanderungen. Der 
Zuckergehalt des Urins hatte in diesem Versuche Zeitweise 
Werte von 10°/o erreicht. 

Diese in einzelnen Versuchen recht betrdchtliche Verminderuny 
der Diastusemenge im Blut der Tiere nach Entfernung der Bauch- 
spricheldriise beweist mit aller Deutlichkeit, dap em erheblicher 
Teil des amylolytischen Blutfermentes pankreatischen Ursprungs 
ist, und aus den jetzt durch die Arbeit von Wohlgemuth 
gekliirten Resultaten der Versuche tiber Unterbindung des duct. 
Wirsungianus kann man es fiir bewiesen erachten, dali ein Teil 
der Blutdiastase durch innere Sekretion vom Pankreas abge- 
geben wird. Es spricht dabei nicht gegen die Annahme der 
inneren Sekretion, daB Wohlgemuth den Diastasegehalt in 
der v. pancreatico-duod., wie oben angegeben, gegen den in 
der femoralis nicht vermehrt gefunden hat. Genannter Autor 
gibt selbst die Erkliirung in der auferordentlich langsamen 
Sekretion, die es ja auch bewirkte, dafi das diastatische Ver- 
mogen des Blutes bei Unterbindung des duct. Wirsung. nur 
ganz langsam ansteigt. Ks fragt sich nur, ob nicht doch ein 
Teil der Blutdiastase vom Darm aus resorbierte Pankreasdiastase 
ist. Die Tatsache, daf man bei DarmverschluS vermehrte Blut- 
diastase gefunden haben will, beweist unseres Erachtens nach 
nicht die Resorption von seiten des Darmes. Denn auch bei 
Darmverschluf ist Stauung im Pankreas nicht auszuschalten. 
Und die Verminderung der Blutdiastase bei Diarrhée bei gleich- 
zeitig vermehrter Kotdiastase wiirde, selbst wenn der Anteil 
des Pankreas an der gesamten Fermentmenge des Serums be- 
triichtlicher wiire, wie er tatsachlich ist, nur besagen, daf in 
dem Falle die innere Sekretion des Pankreas infolge vermehrter 
iiuberer zuriicktritt. Wir kénnen also die Beweise fiir Resorp- 
tion von Diastase vom Darm aus nicht fiir stichhaltig ansehen; 
dafi sie vom Dickdarm aus nicht resorbiert wird, glauben wir 
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aus unseren Versuchen mit rektaler Darreichung von Diastase 
entnehmen zu kénnen. Entschieden gegen eine solche Annahme 
spricht vor allem, dai Wechsel der Ernihrung in qualitativer 
und quantitativer Hinsicht so gar keinen EinfluB auf die Menge 
des Blutfermentes ausiibt. Das miiBte man, wenn die Theorie 
von Loeper und Ficai richtig wire, unbedingt erwarten. 

Hier mége noch ein Fall aus der Klinik Erwahnung finden, der 
ebenfalls die Theorie des pankreatischen Ursprungs eines Teiles der Blut- 
diastase zu erhirten geeignet ist. Carnot'*) konstatierte bei einem Pa- 
tienten mit Pankreaskrebs ohne Glykosurie eine betrichtliche Herabsetzung 
des amylolytischen Vermégens im Serum. Er glaubt sogar, daf\ die Kon- 
trolle der diastatischen Kraft des Blutes vielleicht zur klinischen Diagnostik 
von Pankreasinsuffienz dienen kann. 

Von sonstigen interessanten Beziehungen zwischen Pankreas und 
Blutdiastase, woriiber Angaben in der Literatur vorliegen, mége noch 
angefiihrt werden, dafi Durchschneidung der Pankreasnerven stets von einer 
Zunahme der Blutdiastase begleitet ist. ?) 

Dafiir, daf$ ein Teil der Blutdiastase pankreatischen Ursprungs ist, 
sprechen auch die Versuche von Surmont und Drucbert,*) welche 
bei Hunden nach subcutanen Injektionen von Antipankreasserum ein starkes 
Sinken des amylolytischen Vermégens des Serums ihrer Versuchstiere er- 
zielen konnten. 

Wir miissen noch kurz auf das Verhalten der Leberdiastase nach 
Pankreasexstirpation eingehen. Bekanntlich hat Bang,*) dessen Versuche 
von Zegla®) erginzt worden sind, nachgewiesen, dafi nach Exstirpation 
des Pankreas die Leberdiastase abnimmt. Wer auf dem Boden der An- 
sicht steht, daf\ die Leberdiastase eingewandertes Blutferment ist, kénnte 
hierin einen Beweis fiir seine Theorie erblicken. In der Tat hat Schle- 
singer’) aus den Bangschen Versuchen diesen Schlufi gezogen. Wir 
glauben im folgenden eine Deutung des Phinomens geben zu kénnen, 
die mehr Wahrscheinlichkeit fiir sich hat. Gehen wir von normalen Ver- 
haltnissen in der Leber aus, so miissen wir annehmen, dafi entsprechend 
dem Verbrauch des Blutzuckers im Organismus sténdig eine gewisse mitt- 
lere Fermentmenge in der Leber titig sein muf, damit eine entsprechende 
Neubildung von Zucker aus Glykogen stattfindet. Im Hunger, wo die Leber 
nur auf ihren Glykogenvorrat angewiesen ist, mufs dementsprechend mehr 


') Compt. rend. soc. biol., Bd. LIV, 5S. 571 (1902). 

2) Lépine und Barral, Compt. rend., Bd. CXIII, S. 729 (1891). 
3) Compt. rend. soc. biol., Bd. LIV, S. 570 (1902). 

4) Hofmeisters Beitrige, Bd. X, S. 320 (1907). 

*) Biochem. Zeitschr., Bd. XVI, S. 111 (1909). 

6) Deutsche med. Wochenschr., Bd. XXXIV, S. 593 (1908). 
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Ferment in Aktion treten, damit das Blut seinen Zuckergehalt aufrecht 
erhalt. Im Pankreasdiabetes nun, wo zwar gleichfalls Glykogenarmut in 
der Leber besteht, jedoch wegen mangelhafter Glykogenbildung der Kreis- 
lauf mit Zucker tberschwemmt ist, fehlt zum Unterschied vom Hunger 
der normalerweise im Sinn einer Glykogeneinschmelzung wirksame Reiz. 
Deshalb sinkt der Diastasegehalt der Leber zu einem abnorm niedrigen 


Niveau herab. 
Einflup des Pilocarpins auf den Diastasegehalt des Blutes. 


Im Pilocarpin haben wir ein Mittel, um die Drisentitigkeit 
miichtig anzuregen. Es lag also nahe, den EinfluB dieses Alka- 
loides auf den Diastasegehalt des Blutes zu priifen. In der 
Tat zeigt sich bereits nach kleinen Gaben Pilocarpin beim 
Kaninchen eine deutliche Zunahme des Fermentes, wie folgende 
Versuche beweisen: 

Versuch Nr. 36. 

Kaninchen von 2800 g erhilt 0,005 g Pilocarpin hydro- 
chlor. subcutan. AderlaB aus der Ohrvene nach 15 Minuten. 
Diastase vorher: 5 ccm ——> 44 mg, 
> nachher: 5 >48 » 

Versuch Nr. 37. 

Kaninchen von 3100 g erhalt 0,005 g Pilocarpin hydro- 
chlor. subcutan; starkes Speicheln. Nach 1/2 Stunde Aderlaf 
aus der Ohrvene. 

Diastase vorher: 5 ccm ——»> 51 mg, 
» nachher: 5 » ——» 5d » 

Nach Ausfiithrung dieser Versuche fanden wir eine Angabe von 
Achard und Clerc,') welche durch subcutane Gaben von zehnfach 
criéferen Dosen noch eine wesentlich gréfere Zunahme der Blutdiastase 





» 


— in einigen Versuchen um iiber 50°/o — erzielten. 

Durch Riesengaben von 0,1—0,2 g beim Hunde vermochten Doyon 
und seine Mitarbeiter *) eine starke Glykogenabnahme in der Leber hervor- 
zurufen. Die damit verbnndene Hyperglykamie war jedoch offenbar nicht 
stark genug, um Glykosurie hervorzurufen. 

Eine erhebliche Steigerang der Menge der Blutdiastase konstatierten 
nach Pilocarpindarreichung auch Loeper und Ficai.%) 

') Compt. rend. soc. biol., Bd. LI, S. 709 (1901). 

2) Doyonu. Kareff, Compt. rend. soc. biol., Bd. LVI, S. 111 (1904). 

Doyon u. Fenestrier, ebenda, Bd. LVI, S. 191 (1904). 
Doyon, Kareff u. Billet, ebenda, Bd. LVI, S. 855 (1904). 
) Arch. de méd. expérim., Bd. XIX, S. 722 (1907). 
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Welches Organ bezw. welche Organe unter der Wirkung 
des Pilocarpins diese Steigerung der Diastase im Blute be- 
wirken, ist nicht sicher bekannt. Sehr naheliegend ist es ja, 
das Pankreas, das unter Pilocarpinwirkung bekanntlich auch 
stirker arbeitet, dafiir verantwortlich zu machen. Ganz von 
der Hand zu weisen ist diese Annahme nicht. Aber auf Grund 
von folgenden Uberlegungen und Versuchen kommen wir doch 
zu dem Resultat, dali es in diesem Fall ausnahmsweise be- 
sonders die Leber ist, die Diastase an das Blut liefert. 

Ellenberger und Braun’) haben an Pferden festgestellt, 
dafi einige Gifte, welche man fiir gewOhnlich nicht als Leber- 
gifte ansieht, darunter das Pilocarpin, das histologische Bild 
der Leber in nachweisbarer Weise beeinflussen. Pilocarpin 
ruft das Bild des secernierenden Leberparenchyms hervor, 
wahrend u.a. Atropin ein Bild der Untiitigkeit zeigt. Auch 
die Tatsache, dai gleichzeitig mit der Diastase der Zucker im 
Blut nach Pilocarpineinspritzungen zunimmt, weist auf die Leber 
als Quelle der Diastase hin. Diese Annahme nun konnte eine 
weitere Stiitze erhalten, wenn nachgewiesen wurde, dai gleich- 
zeitig mit der Diastase auch das zweite in der Leber in reich- 
licher Menge enthaltene Ferment, die Maltase, in vermehrter 
Menge im Blut auftritt. Das ist in der Tat der Fall, wie aus 
folgendem Versuch hervorgeht. . 

Versuch Nr. 38. 

Hund von 7,3 kg erhélt 0,05 g Pilocarpin hydrochlor. 
subcutan. Sehr kriftige Wirkung: Speicheln, Erbrechen, Ent- 
leerung von Kot und Urin. 

Diastase vorher: 0,5 ccm ——» 60 mg Cu. 
Maltase vorher: Drehung — 1,98°. 
Diastase nach 1 Stunde: 0,5 cem ——» 83 mg Cu. 
Maltase nach 1 Stande: Drehung = 1,60°. 

Wir glauben hiernach, dafi bei der Vermehrung der 
Diastase im Blut nach Pilocarpindarreichung die Leber in erster 
Linie beteiligt ist, ein Resultat, das im Hinblick auf die Er- 
gebnisse unserer tibrigen Versuche, in denen wir die Ferment- 





') Arch. f. wissensch. u. prakt. Tierheilkunde, Bd. XIII, H. 4—5, 1887. 
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produktion in der Leber beeinflubten, ohne daf sich entsprechende 
Anderungen des Diastasegehaltes im Blut einstellten, sehr auf- 
fallend ist. Wir sind jedoch nicht in der Lage, eine Erklarung 
fiir diese Divergenz in den Resultaten zu erbringen. 


Einflup des Phloridzins und Phloretins auf den Diastasegehalt 
des Blutes. 

In den letzten Jahren ist von seiten verschiedener Autoren 
liber Versuche berichtet worden, welche dartun, dai das 
Phloridzin, ebenso wie sein zuckerfreies Spaltungsprodukt, das 
Phloretin, den Glykogenumsatz in der Leber beeinfluft. 

Bang, Ljungdahl und Bohm!) fanden bei ihren Experimenten 
mit Phloridzin zwar kaum eine wesentlich vermehrte Fermentproduktion 
von seiten der Leber, dagegen zeigte sich eine unzweifelhafte Steigerung 
nach Darreichung von Phloretin. Zegla,*?) der — mit Wohlgemuths 
Methode — Versuche in derselben Richtung anstellte, konnte diesen Unter- 
schied in der Wirkung des Glykosids und seines Abkimmlings nicht kon- 
statieren. Er fand vielmehr sowohl nach Phloridzininjektion — allerdings 


nur in zwei von drei Fallen — als nach Phloretineinwirkung Steigerung 
der Menge der Leberdiastase — Wohlgemuth®) schlieflich fand, indem 


er die gleichen Phloridzindosen verwandte, wie Bang und Zegla nur 
in zwei von vier Fiillen eine Zunahme der Diastase in der Leber und 
nach Phloretindarreichung nur in zwei von fiinf Fiillen, dagegen enthielten 
die Nieren in allen Fiillen weit gréfere Diastasemengen als in der Norm. 
Letzteres ist gewifs ein bemerkenswertes Ergebnis. Wenn jedoch Wohl- 
gemuth daraus eine gesteigerte Diastaseproduktion in der Phloridzin- 
niere ableitet und durch seine Versuche fiir erwiesen halt, so kénnen 
wir dieser Auffassung nicht ohne weiteres beipflichten, ist doch auch die 
andere Méglichkeit gegeben, daf die unter Phloridzinwirkung stehende 
Niere Diastase zuriickhalt. Diese Frage kénnte man nur durch Diastase- 
bestimmungen im Urin entscheiden. Nehmen wir nun die Steigerung des 
diastatischen Ferments der Leber als gegeben an, so fragt sich nur noch, 
greift das Phloridzin bezw. Phloretin dieses Organ direkt an oder reflek- 
torisch von der Niere aus. Bang und Zegla haben diese Frage offen 
gelassen. Hingegen lassen die Befunde von Glaessner und Pick, *) wonach 


') Beitr. zur chem. Physiol. u. Pathol., Bd. X, S. 316 (1907). 

®) Biochem. Zeitschr., Bd. XVI, S. 111 (1909). 

5) Biochem. Zeitschr., Bd. XXI, S. 460 (1909). 

‘) Beitr. zur chem. Physiol. u. Pathol., Bd. X, S. 473 (1907). Die 
Versuche von Glaessner und Pick sind neuerdings von Leschke 
(Pfliigers Archiv, Bd. CXXXII, S. 319, 1910) angegriffen worden. Leschke 
hat nachweisen kénnen, dafi das subcutan injizierte Phloridzin nach der 
Nephrektomie noch nicht resorbiert worden war. 
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beim Phloridzindiabetes auch die Leber das Gift gebunden enthalt und 
die Injektion des Extraktes solcher Lebern bei gesunden Tieren Glykosurie 
hervorruft, bereits vermuten, dafs das Phloridzin die Leber direkt angreift. 
Deutlicher geht dies aus den Versuchen von Grube‘) hervor, welcher 
in Durchblutungsversuchen an der Schildkrétenleber feststellte, daf\ bei 
gleichzeitiger Durchleitung von Dextrose und Phloridzin durch die Leber 
keine Zunahme des Glykogens stattfindet, wie es nach Dextrose allein 
der Fall ist, und weiter, dafi das in der Leber vorhandene Glykogen 
unter der Einwirkung des Phloridzins abnimmt. In einer anderen Ver- 
suchsreihe *) konnte dieser Autor denselben Befund bei glykogengemisteten 
Hunden erheben. Auch nach Ausschaltung der Nieren trat dieser Gly- 
kogenschwund ein, merkwiirdigerweise ohne Steigerung des Blutzuckers. 

Wiederholt untersucht ist das Verhalten der Blutdiastase 


beim Phloridzindiabetes. 

Lépine und Barral*) fanden 3 Stunden nach Darreichung von 
0,5 g Phloridzin beim Hunde eine Vermehrung der diastatischen Kraft des 
Serums. Vigliani*) fand ebenfalls eine Erhéhung. Hingegen konnte 
Wohlgemuth®) in vielen Versuchen keinen Einflufi feststellen. 

Wir haben Versuche mit Phloridzin an gutgenihrten 
und an Hungertieren ausgefiihrt. Was die ersteren betrifft, 
so konnten wir einmal eine geringe Zunahme, ein anderes 


Mal keinen Unterschied feststellen. 
Versuch Nr. 39. 
Kaninchen erhalt 0,3 g Phloridzin, in 30 ccm 1°/oiger 
Sodalésung gelist, subcutan: 


Diastase vorher: 2cem —— >» 15,1 mg Cu. 
» nach 3 Stunden: 2 >» ——» 15,1 >» » 
» 7 2 » o——p 15,1 » 


Versuch Nr. 40. 
Kaninchen erhilt 0,3 g Phloridzin subcutan. 
Diastase vorher: 4ceccem ——» 36,7 mg Cu. 
» nach 3 Stunden: 4 » ——» 39,0 » » 


‘) Arch. f. d. ges. Physiol., Bd. CXXVIII, S. 118 (1909). 

*) Niederrhein. Ges. f. Natur- u. Heilk., 14. Marz 1910; s. Medizin. 
Klinik 1910, S. 647. 

3) Compt. rend., Bd. CXIII, S. 1014 (1891). 

4) Gazz. d’osped., 1904, S. 61. 

’) Deutsche med. Wochenschr., 1908, S. 593; Biochem. Zeitschr., 
Bd. XXI, S. 381 (1909). 


~ 
no 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. LXVII. 
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Nach diesen negativen Ergebnissen gingen wir zu Versuchen 
an hungernden Hunden tber, denen wir Phloridzin verabreichten. 

Seit den Untersuchungen Rosenfelds ist bekannt, daB 
hungernde Hunde unter der Einwirkung des Phloridzins eine 
Fettleber bekommen, die wieder schwindet, wenn die Tiere 
erniihrt werden. In neuester Zeit haben sich Frank und 
Isaak!) in unserem Laboratorium mit den Blutzuckerverhalt- 
nissen bei solchen phloridzinierten Hungerhunden beschiftigt 
und festgestellt, dafs bei denselben zu der Zeit, wo die Leber 
sich mit Fett zu beladen anfiangt, der Blutzucker abnimmt und 
sehr niedere Werte erreichen kann. Die einfachste Erklirung, 
die man fiir dieses Phainomen zurzeit geben kann, ist wohl 
die, dafi in der verfetteten Leber der Kohlenhydratumsatz bei- 
seite gedriingt ist. Flir uns lag es nun nahe, auch die Diastase- 
verhiltnisse in den Bereich unserer Untersuchungen zu ziehen. 
Wir benutzten diese Versuchsanordnung um so lieber, als wir 
ja nicht in der Lage waren, den Beweis fiir die Beteiligung 
der Leber an der Produktion der Blutdiastase im Korper durch 
Exstirpation des Organes direkt zu erbringen, wie das beim 
Pankreas geschehen ist. Denn bei héheren Tieren bedeutet 
die Leberexstirpation einen so schweren Eingriff, daB wir 
schwerlich auf diese Weise unsere Frage hiatten lOsen konnen. 
So haben wir in der Leberverfettung gewissermapen einen Ersatz 
fiir die Exstirpation des Organes. 


Versuch Nr. 41. 


Hund von 11 kg hungert vom 3./IV. bis 8./IV. 10. Vom 
2. bis 4. Hungertage tiiglich 1,5 g Phlorizin, am 5. Tage 0,5 g 
Phloridzin subcutan. 
Diastase vorher: 0,5 com ——» 66 mg Cu. 
am letzten Hungertage 0,5 ccm ——» 46 mg Cu. 
Am 8. IV. wird eine Pankreasexstirpation angeschlossen. 
Bei dieser Gelegenheit stellt sich heraus, dai die Leber deut- 
lich verfettet ist. 
Am 9./IV., also einen Tag nach der Pankreasexstirpation: 
Diastase: 0,5 ccm ——»> 42 mg Cu. 


') 27. Kongrefs f. inn. Med. 1910. 
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Versuch Nr. 42. 


Hund von 12 kg hungert vom 8./IV. bis 11./IV. 10. Vom 
9./IV. bis 11./1V. taglich 2 g Phloridzin. 
Diastase am 9. 1V.: 0,5 cem ——> 83 mg Cu. 
>» 11,/1V.: 05 » ——p 61,5 » 
» 12Z,/1V.: 0,5 >» ———p 64 
Blutzucker am 10./IV.: 0,026 °/o. 
11./IV.: 0,04 9/9, 
12./1V.: 0,036 °/o. 


Versuch Nr. 43. 


Hund von 7,5 kg, derselbe wie in Versuch Nr. 15 hungert 
vom 27./V. bis 11./VI., also im ganzen 16 Tage. Vom 8. Hunger- 
tage an erhilt er tiglich 1 g Phloridzin subcutan. 




















27./V. 3./VI. 
Datum | aN | . 
| Beginn der Hungerperiode | 7. Hungertag 
Diastase .. . | 73 | 80 
Maltase.... 1,50° | 125° 
Blutzucker .. | — | — 





Datum 5./VI. 7./VI. | 11./VI. 
| 38. Phloridzintag | 











Diastase 73,5 | 68 | 63 

—_ 
Maliase. . . . | 1,45° |  1,67° | — 1,85° 
Blutzucker . . | see | 0,045 Jo | 0,045 %o 


Versuch Nr. 44. 
Hund von 4,2 kg, elend und ohne Frefilust, hungert vom 
21./V. bis 28./V. 10. Am 26./V. und 27./V. je 1 g Phloridzin 


subcutan. 
Diastase am 21./V.: 0,5 ccm ——» 48 mg Cu, 
» » 23./V.: 0, » ——p 5d,5 
» » 25/V.:05 » ——» 5d 
28./V.: 05 >» ——p 57 


Der Hund wird am 28.'V. schwer krank vorgefunden und 
entblutet. Leber sehr verfettet. Auffallend ist bei diesem Tier 
der niedrige Diastasetiter, mit dem es in den Versuch kam. 


32* 
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Versuch Nr. 49. 
Hund von 75 kg, hungert vom 21./VI. bis zum 27./VI. 10. 
Vom 4+. bis zum 6. Hungertage tiiglich 2 g Phloridzin subcutan. 





} 





Datum 21./VI. | 24.,/VI. 26./VI. 27./VI. 
Diastase ... 88 | 84 | 65 63 
Maltase .... | 1,28 ° | 1,45” | 1,65° 1,75° 


Blutzucker am 27.) VI.: Spur. 

Wie aus diesen Protokollen hervorgeht, vermochten wir 
in vier von ftinf Fallen durch Phloridzinguben beim hungernden 
Hunde den Diastasespicgel im Blut herunterzudriicken. Wir halten 
uns, gestiitzt durch diese Versuche und auf Grund unserer voraus- 
geschickten Uberlegungen, zu der Behauptung fiir berechtigt, dap 
die Leber einen Teil der Blutdiastase liefert. Den einzig moég- 
lichen Einwand, daf die Leber unter diesen Bedingungen eben 
mehr Diastase aus dem Blut aufnehme, haben wir durch unsere 
Untersuchungen tiber Einspritzung von Blutdiastase bei gleich- 
zeitigen Blutzuckerbestimmungen widerlegt. Ein solcher Uber- 
tritt findet nicht statt, vielmehr miissen wir das Umgekehrte 
aunnehmen, daf} also die Leber Diastase an das Blut abgeben kann. 

Kinflup des Strychnins auf die Diastase des Blutes. 

Im Strychnin haben wir ein Mittel, um die Muskeln zu 
gesteigerter Tatigkeit anzuregen. Unter der Voraussetzung nun, 
dai wirklich ein nennenswerter Teil des diastatischen Blutfer- 
mentes von den Muskeln gebildet wiirde, war zu erwarten, 
dai diese Fermentmengen unter der Einwirkung des Strychnins 
in den Kreislauf geschleudert werden wiirden, sei es nun, dah 
diese Wirkung durch einen erhdhten Umsatz im tatigen Muskel 
zustande kiime, sei es, daBh es sich um ein rein mechanisches 
Auspressen dabei handelt. 

Unsere Versuche ergaben folgendes: 

Versuch Nr. 46. 

Kaninchen erhiélt 0,3 g Strychnin. nitr., LOsung 0,01 : 20,0, 
und in Abstiinden von '/2 Stunde noch dreimal die gleiche Dosis, 
danach Kriimpfe, die '/1 Stunde mit Unterbrechung dauern. 

Diastase vorher: 4 ——» 12,8 mg Cu, 
nachher: 4 ——» 14,2 » 








se : ” , ‘ 
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Versuch Nr. 47. 
Kaninchen erhilt 2 mg Strychnin. nitr. Nach 6 Minuten 
ein starker Anfall, exitus in diesem Anfall. 
Diastase vorher: 4 — 20,0 mg Cu, 
» nachher: 4 — 20,0 » 
Offenbar hatten die Kriimpfe nicht lange genug gedauert. 


Versuch Nr. 48. 

Kaninchen. Strychnin nitr., L6sung 0,01 : 20 '/1 eem, und 
in Abstiinden von !/4 Stunde noch dreimal dieselbe Dosis. Kriimpfe 
und leichte Zuckungen iiber !/2 Stunde hinziehend, dann exitus 
in starkem Anfall. 

Diastase vorher: 4 ecm — 13,3, 
» nachher: 4 

Um die Tiere, die gewéhnlich infolge des Krampfes im 
Bereich der Atemmuskulatur vorzeitig zugrunde gingen, moglichst 
lange am Leben zu erhalten und so bessere Strychninwirkung 
zu bekommen, unterhielten wir in den folgenden Versuchen 
kiinstliche Atmung und fanden: 

Versuch Nr. 49. 

Kaninchen von 2890 ¢ erhilt 1 mg Strychnin. nitric. subcutan, 
spiter in Absténden von !/2 Stunde nochmals Dosen von je !/2 mg. 
Wihrend der Kriimpfe wurde kiinstliche Atmung unterhalten. 


4 » — 17,7. 


Diastase vorher: 5cem —»> D0 —5 =4d meg Cu, 
nach 6 Stunden: 5 » ——p» 58 — 7,5 =50,5»  » 


Versuch Nr. 50. 
Kaninchen von 3060 g erhalt 1 mg Strychnin. nitric. sub- 
cutan. Nach 1 Stunde nochmals 1/2 mg. 


Diastase vorher: dcecem ——» 49 — 2 — 47 mg Cu, 
> nach 2 Stunden: 5 » ——> 48.8 mg Cu. 


Versuch Nr. 51. 

Kaninchen von 3350 g erhilt 1 mg Strychnin nitric. sub- 

cutan. Spiiter noch zweima: je !J2 mg. Nach 5 und nach 
7 Stunden wird Blut entnommen. 

Diastase vorher : scm ——> 46 — 2, = 

» nach 5Stunden: 5 » ——»495—3 = 


. » 7 , D>» ——p 48.5 —1,)5=— 
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Wir finden also in unseren Versuchen bei gentigend langer 
Dauer der Kriimpfe eine Erhéhung des diastatischen Vermigens 
im Blut. Es wiirde aber verfriiht sein, daraus folgern zu wollen, 
dah dieses Ferment aus dem Muskel stammen muf. Einen mig- 
lichen Fehler, dafi némlich bei den Krampfen der Kopf auf- 
schlug und dadurch Verhiiltnisse wie beim «Nackenschlag» 
geschaffen wiirden, schalteten wir zwar aus. Aber bei Strychnin- 
krampfen findet eine derartige Erschiitterung des ganzen Korpers 
statt, daf aus allen mdglichen Organen Bestandteile — Knochen- 
markszellen, Fett —, also méglicherweise auch Ferment in die 
freie Blutbahn geschleudert werden kann. Und dann ruft nach 
den Untersuchungen von Bang!) Strychnin auch eine erhohte 
Diastaseproduktion in der Leber hervor, die ebenfalls einen 
Anteil an der vermehrten Blutdiastase haben kann, so daf wir 
nicht berechtiyt sind, eine Ausscheidung von Diastase des Muskels 
in das Blut als sicher vorhanden anzunehmen. 
























Kinflup des Adrenalins auf den Diastasegehalt des Blutes. 


Uber den Diastasegehalt von Kaninchenlebern nach Behandlung 
der Tiere mit Adrenalin liegen Angaben vor von Zegla,*) sowie von 
Wohlgemuth und Benzur.*) Zegla fand in dem einen von zwei Ver- 
suchen einen normalen Wert fiir die Leberdiastase, in dem anderen eine 
auferordentliche Steigerung, wihrend Wohlgemuth in vier Versuchen 
niemals eine Vermehrung des Fermentes beobachten konnte. Auch im 
Muskel und im Blut war keine Steigerung der Diastasemenge zu konsta- 
tieren, nur die Nieren wiesen eine zwar nicht betrachtliche, aber immer- 
hin deutliche Zunahme in ihrem Diastasegehalt auf. 

Wir sind auf Grund von 5 Versuchen ebenfalls zu dem 
Ergebnis gelangt, dafS das Adrenalin keinen Einfluf auf 


den Diastasegehalt des Blutplasmas ausiibt. 
Versuch Nr. 52. 


Kaninchen von 4100 g erhalt 2 mg Suprarenin. hydro- 
chloric. subcutan. 

























') Hofmeisters Beitrige, Bd. X, S. 313. 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. XVI, S. 111 (1909). 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. XXI, S. 460 (1909). 
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Diastase vorher: d9ceccm ——»> 6,35 — 0,12 = 6,23, 

nach 1 Stunde: 5 >» ——» 6,4 — 0,15 = 6,25, 

» 2 Stunden: 5 » —— »p 6,72 — 0,45 = 6,27, 

» § dD > ——> 7,10 — 0,90 = 6,20. 

Hier zeigt sich eine auferordentliche Konstanz im Dia- 
stasegehalt. 


Versuch Nr, 53. 
Kaninchen von 3800 g erhilt 2 mg Suprarenin. hydro- 
chloric. subcutan. 
Diastase vorher: 2eccm ——> 34,5 mg Cu, 
> nach 4 Stunden: 2 » ——» 37,2 
Hier wurden keine blinden Versuche angesetzt. 


Versuch Nr. 54. 
Pankreasloser Hund von 13 kg erhilt 6,5 mg Adrenalin. 
Diastase vorher: 0,9 com ——» 46 mg Cu, 
> nach 3 Stunden: 0,6 » ——» 46 »~ » 


Nach Ausfiihrung unserer Versuche erschien eine neue Arbeit von 
Schirokauer und Wilenko,') worin diese Autoren sich mit dem 
Problem der Wirkung des Adrenalins auf den diastatischen Prozef§S in 
der Leber beschaftigt haben. U. a. haben sie auch vergleichende Be- 
stimmungen im Blut der A. Carotis und der V. portarum vorgenommen. 
Es zeigte sich, daf’ weder die Diastasewerte in dem aus der A. Carotis 
nach der Adrenalininjektion entnommenen Blute die normalen Zahlen 
iiberstiegen, noch ein Unterschied zwischen dem Carotisblut und dem 
der V. portarum zu konstatieren war, sodaf§ die Annahme unwahr- 
scheinlich wird, dafi etwa auf dem Wege durch die Pfortader Diastase 
in die Leber eingefiihrt worden sein kénnte. Auch die Lebern ihrer 
Versuchstiere wiesen keine deutliche Steigerung der Diastasemengen auf. 
Dieses Ergebnis iiberrascht insofern, als wir seit den Versuchen Bangs 
iiberall da, wo eine Einschmelzung von Glykogen in der Leber unter 
Auftreten von Zucker statthat, die Intervention des diastatischen Ferments 
anzunehmen geneigt sind. Kénnen wir nunmehr nach dem Ausfall der 
angefiihrten Versuche die Annahme, daft der diastatische Prozef§ in der 
Leber durch Adrenalin im Sinne einer gesteigerten Fermentproduktion 
beeinfluf&t wiirde, nicht mehr aufrecht erhalten, so bleibt noch die Er- 
klarung, der auch die letzigenannten Autoren zuneigen, dafs etwa durch 
physikalische Einfliisse, wie z. B. schnellere Fortschwemmung der Abbau- 
produkte des Glykogens, die ja bekanntermafen dem Abbauprozefs durch 





1) Zeitschrift f. klin. Med., Bd. LXX, S. 257 (1910). 
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das diastatische Ferment hinderlich sind,') der diastatische ProzefS eine 





Beschleunigung erfahrt. 










Vvrhalten der Blutdiastase beim menschlichen Diabetes. 





Uber den Diastasegehalt von Lebern Diabetischer liegen 


Untersuchungen vor von Bainbridge und Beddand?) sowie 
von Zegla. *) 

Wiithrend die ersteren Autoren keine bestimmten Angaben machen 
kénnen, weil ihnen Vergleichszahlen von Gesunden fehlen, glaubt Zegla 
auf Grund seiner vergleichenden Bestimmungen an Lebern von diabetischen 
und nichtdiabetischen Leichen mit einiger Wahrscheinlichkeit annehmen 
zu kénnen, daf beim Diabetes des Menschen keine Verminderung des 
Leberfermentes besteht. In Anbetracht der grofen Schwierigkeiten, die 
Versuchen auf diesem Gebiete entgegenstehen, und der auferordentlichen 
Unsicherheit, mit der die Untersuchungen an den Lebern der Leichen 
wegen der postmortalen Veriinderungen behaftet sind, kinnen wir diesen 
Angaben keine besondere Bedeutung beimessen. 

Kiir die Diastasewerte im Serum von Diabetikern fanden 
Achard und Clerc*) im Durchschnitt etwas niedrigere Werte 
als normal, was schon Lépine®) und Kaufmann®) angeben. 
Fiinf Fille von Diabetes, bei denen wir wahrend des letzten 
Jahres den Diastasegehalt des Serums ermittelten, wiesen gleich- 
falls siimtlich niedrige Werte auf. Wir erhielten unter Anwen- 
dung von 3 cem Serum die Zahlen: 

1) 28: 2) 3,0: 8) 2,7; 4 2,9; 5) 2,98. 

Ganz neuerdings hat Wynhausen’‘) an einem grofen Material 
von Diabetikern und andern Kranken Bestimmungen der Blutdiastase 
ausgefiihrt, die das Ergebnis hatten, daf’ der Durchschnittswert des 
diastatischen Fermentes im Blut von Diabetikern nur unwesentlich niedriger 
liegt als bei anderen Kranken. Eine Beobachtung, die letzterer Autor 
machte, méchten wir hier kurz hervorheben: Es zeigte im allgemeinen 
bei hohem Zuckergehalt des Harns die Diastase des Blutes die niedrigsten 
Werte: einige Male konnte entsprechend der Abnahme des Harnzuckers 
ein Steigen der Blutdiastase konstatiert werden. Wenn es uns gestattet 

























') cf. Bial, ferner Rubner, Kraft und Stoff usw., 5. 87. 
*) Biochem. Journal, Bd. II, 8. 89 (1906). 

‘) Biochem. Zeitschritt, Bd. XVI, S. 111 (1909). 

‘) Compt. rend. Soe. biol., 1901, 29 Juin. 

‘) Lépine et Barral, Compt. rend., 1891, S. 1014. 

*) Compt. rend. Soc. biol., 1895, S. 130. 
‘) Berl. klin. Wochenschr., 1910, S. 1281. 
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ist, zwei Voraussetzungen zu machen, nimlich 1. dafi die Leber des 
Diabetikers gleich der des pankreaslosen Hundes armer an Diastase ist 
als die normale Leber, und 2. dafi die Leber Diastase an das Blut ab- 
gibt, so sind wir in der Lage, eine Erklirung fiir diese Erscheinungen 
zu geben. Sie entspricht der, welche wir fiir das Sinken des Diastase- 
gehaltes in der Leber beim Pankreasdiabetes gefunden hatten: der 
diastatische Apparat der Leber pflegt normalerweise auf bereits geringe 
Schwankungen im blutzuckergehalt sehr prazis zu reagieren. Beim Diabetes 
des Menschen nun, wo Zucker in abnorm reichlicher Menge im Blut vor- 
handen ist, ist keine Diastase zur Einschmelzung des Glykogens in der 
Leber erforderlich. Deshalb sinkt der Diastasegehalt in diesem Organ 
und damit auch im Blute. In dem Mafe nun, als ein Patient zuckerfrei 
wird, kehrt auch das Vermégen der Leber, Glykogen zu bilden, wieder. 
Nimmt endlich auch der Blutzucker wieder normale Werte an, so treten 
die vorher ausgeschalleten Reize, die in geringen Schwankungen des 
Blutzuckergehaltes bestehen, wieder in Aktion und die Leberzelle bildet 
wieder mehr Diastase. Damit hebt sich aber auch der Diastasespiegel 
im Blut. 

Es ist wiinschenswert, daf\ diese Versuche Wynhausens noch 
durch weitere erginzt werden, damit ein endgiltiges Urteil in dieser 
Frage gewonnen werden kann. 


Binflub der Piqtre und anderer Kingriffe am Nervensystem auf 
den Amylasegehalt des Blutes. 

Seit den Untersuchungen Bangs und seiner Mitarbeiter!) 
kOnnen wir als erwiesen annehmen, dafi bei dem im Anschlub 
an den Zuckerstich in der Leber sich abspielenden Prozef das 
diastatische Ferment der Leberzellen in Wirksamkeit tritt. Es 
fragt sich nun, ob und inwieweit diese Fermentmengen, die 
oft nach dem Zuckerstich recht bedeutend sind, den Diastase- 
gehalt des Blutes beeinflussen. Wir suchten diese Frage durch 
die folgenden Versuche zu beantworten. 


Versuch Nr. 5d. 


Kaninchen. Piqtre. 


Diastase vorher: 5ecem ——» 42 mg Cu, 
nach '/4 Stunde: 5 » ——— > 43 


Versuch Nr. 56. 
Kaninchen. Piqure. 


‘) Beitr. zur chem. Physiol. u. Pathol., Bd. X, S. 1 (1907). 
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Diastase vorher: aoccm ——» 45 mg 
nach !\2 Stunde: 5 » ——»p 47,0 » 
Versuch Nr. 57. 
Kaninchen. Piqire. 
Diastase vorher: Seem ——> 38 mg Cu, 
nach 1 Stunde: 5 >» ——» 35,0 >» » 


Wer Diastasegehalt des Blutes blieb hiernach durch die 
Piqdhre unbeeinflubt; gleichwohl war in allen den Versuchen 
eine deutliche Hyperglykiimie zu konstatieren. 

Kbenso wie die Piqtre fiihrt auch der Nackenschlag zu 
einem erhohten Glykogenumsatz, beztiglich zu einer vermehrten 
Produktion von Ferment innerhalb der Leber. Da weder 
Bang!) noch Schirokauer?) eine Anderung der Blutdiastase 
bei Nackenschlag gefunden haben, konnten wir uns Versuche 
in dieser Richtung sparen. Alles in allem liefert uns das Ver- 
halten der Blutdiastase bei den beiden beschriebenen Eingriffen 
am Zentralnervensystem wieder einen Fall, in dem wir trotz 
vermehrter Leberdiastase keine vermehrte Blutdiastase haben. 

Den Steigungen am zentralen Nervensystem stehen die 
am peripheren gegeniber. 

Nach Bang handelt es sich bei dem Diabetes nach 
Vagusdurchschneidung und Reizung, ebenso wie bei Reizung 
anderer peripherer Nerven um einen Muskeldiabetes; man 
findet in der ersten Zeit nach dem Versuch keine gesteigerte 
Leberdiastase. Auch die Blutdiastase andert sich bei derartigen 
Eingriffen nicht, wie Schirokauer in seiner erwihnten Arbeit 
ausfiihrt. Da wir aber in der Literatur eine Angabe von zwei 
amerikanischen Autoren*) fanden, die nach Durchschneidung 
und Reizung der Vagi eine ganz leichte Zunahme der Diastase 
im Blut fanden, stellten auch wir noch einen Kontrollversuch 
an, wobei wir genau die gleichen Versuchszeiten wie die beiden 
Autoren einhielten. Wir durchschnitten den einen n. vagus bei 


') Hofmeisters Beitrige, Bd. X, S. 1. 

*) Zeitschrift f. klin. Med., Bd. LXX, S. 103, 1910. 

*) Carlson and Luckhardt, The Americ. Journal of Physiol., 
Bd. XXIII, 1908, S. 148. 
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einem Kaninchen und reizten tiber */s Stunden hin alle 5 Minuten 
je 1'/2 Minuten lang das zentrale Ende. Wir fanden dann 
Diastase vorher: 5cem —— > 39,0, 
nachher: 5 » ———p 39,8. 

Also keinen Unterschied. Ob man Unterschiede im dia- 
statischen Vermégen der Muskeln bei diesen Versuchen findet, 
ist nicht bekannt, fiir unsere Resultate auch unwesentlich, da 
sie uns doch keine sicheren Schliisse auf die Quelle der Blut- 
diastase zu ziehen gestatten wiirden, selbst wenn wir die An- 
sichten von Bang tiber Muskeldiabetes als richtig annehmen 
wollen. 


Ausscheidunysverhiltnisse der Blutdiustase. 


Die Ausscheidung des diastatischen Blutfermentes erfolgt 
nach Loeper und Ficai') hauptsichlich durch die Nieren, fast 
gar nicht durch den Schweil. Deshalb ist bei Impermeabilitiit 
der Nieren eine Zunahme der Diastase im Blut zu erwarten. 
In der Tat haben Achard und Clerc?) ebenso wie Loeper 
und Ficai (s. 0.) nach Unterbindung der Ureteren vermehrte 
Diastasemengen im Blut festgestellt. Wir verfiigen tiber einen 
Fall von Nephrektomie bei einem Hunde, der die Operation 
30 Stunden tiberlebte, und bei dem wir ebenfalls eine Zunahme 
der Diastase konstatieren konnten. Nur miissen wir bemerken, 


dafi der Fall mit Darreichung von 2 g Phloridzin kompliziert war: 
Versuch Nr. 58. 
Einem Hunde werden in Athernarkose beide Nieren exstier- 
piert. Das Tier ist nach dem Eingriff leidlich munter, wird 
nach etwa 20 Stunden komato6s. 


Diastase vorher: 0,5 ccm ——» 69 mg Cu, 
> nach 2 Stunden: 0,0 » ——» 66,5 
» » 10 > 0,5 » ee 74 > » 


Eine Vermehrung der Diastase im Blut ist bei schweren 
Nephritiden beobachtet worden.*) Auch wir konnten uns durch 





') Arch. de méd. expérim., Bd. XIX, S. 722 (1907). 
*) Compt. rend. Soc. biol., 1901, S. 1077. 
5) cf. Loeper und Ficai. 
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Bestimmungen der Diastase in einigen Fallen von menschlichen 
impermeablen Nephritiden tiberzeugen, dafi der Diastasespiegel 
bei derartigen Zustiinden steigt. Es handelte sich um Patienten. 
die wegen uramischer Symptome zur Ader gelassen werden 
muften. Es wurden jedesmal 5 ccm Serum zum Versuch ver- 
wendet. Wir erhielten an Cu: 
im Fall 1 44,3 mg, 
» 2 39 » 
30,9 
4 40 

Diese Zahlen sind mit einer Ausnahme (Fall 3) sehr hoch. 

Wir haben nun weiter diese Verhiltnisse auch bei kiinst- 
licher Nephritis am Tier niiher studiert und haben zu diesem 
Zwecke mehrere Kaninchen und einen Hund mit Urannitrat 
behandelt. 

Versuch Nr. 59. 


Kaninchen von 2450 g erhalt am 19./X. 09 1 ccm einer 
1'2°/oigen Lo6sung von Urannitrat subcutan. Am 21./X. noch- 


mals dieselbe Dosis. Albuminurie, Cylindrurie, Glykosurie. 


Tod am 24./X. 
Diastase im Serum vorher: 
Seem ——»> 49 —1 mg = 48 mg Cu, 
Diastase am 22./X.: 5ecm ——»> 53 — 3,5 = 49,5 mg Cu, 
» 24./X.2 5 > ——p 55 — 3 52 >> 
Diastase in der Ascitesfliissigkeit: 
deem ——» 55 — 4 = 51 mg Cu. 

Beachtenswert ist bei diesem Versuch, der tibrigens keine 
sehr erhebliche Zunahme der Blutdiastase zeigt, daB die Ascites- 
fliissigkeit denselben Gehalt an amylolytischem Ferment hat, 
wie das Serum. Das Ferment scheint sich also bei Stauungs- 
zustiinden in den Nieren in allen K6rperregionen gleichmabig 
zu verbreiten. 

Versuch Nr. 60. 

Kaninchen von 2310 g erhiélt am 5./X. 09 1 ccm einer 
1/2°%/oigen Lésung von Urannitrat, am 7./X. dieselbe Dosis; 
reichlich Eiweif und Zylinder, sowie Zucker im Urin. Wird 
am 10. X. tot vorgefunden. 
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Diastase vorher: 
5 ccm > 39,5 mg Cu. 
Diastase in der Ascitesfltissigkeit : 
d’ccm ——> 66 — 10 = 50 mg Cu. 
Hier war also eine recht betriichtliche Zunahme der 
Diastase festzustellen. 





Versuch Nr. 61. 

Hund von 12,5 kg erhilt am 22./III. 2 ccm einer !/2°/oigen 
Losung von Urannitrat subeutan. Ebenso am 24./III. Reichlich 
EiweifB und Zylinder im Urin. Im weiteren Verlauf der Krank- 
heit, die sich tiber 11 Tage hinzieht, wird wiederholt Blut aus 
der Ohrvene entnommen, und die Diastase bestimmt. 

Diastase am 22./III.: 0,5 cem ——»> 64 ccm Cu. 


2 >» 23 /L: O5 » ——p 76 

> >» 24. Ill: O35 » ——p 74 >» > 
> » 2d./II.: 06 >» ——> 69 » >» 
> >» 26./1II.: 05 » ———p 71,5 

> >» 29./111.: 05 » ——» 65 » = » 
>» 30. 11.: 05 >» ——p» 63 

> » BLIIIL: OF » ——»> 59 » ~ » 
> » ‘ie: 0,5 > —> 63 


Am 23./lIl., dem Tage mit dem hoéchsten Diastasewert, 
war kein Urin gelassen worden, spater bestand eine ziemlich 
reichliche Diurese bis zum Tode. Transsudate waren bei der 
Sektion nicht vorhanden. 

Es hat den Anschein, daf der Hund in diesem Falle nicht 
der Nephritis als solcher, sondern den wtbrigen schiidlichen 
Wirkungen des Urans erlegen ist. Eine Stauung war wohl nur 
am zweiten Tage voriibergehend vorhanden. 

Nach diesen Versuchen k6nnen wir sagen, duf wir unter 
den pathologischen Verhiltnissen der Verlegung der Nierenwege 
vermehrte Diastasemenygen im Blute finden. Fir die normale 
Ausscheidung besagt das aber gar nichts. Denn wie wir in 
einem friiheren Abschnitt gezeigt haben, entsprechen die quan- 
titativen Unterschiede, die wir normalerweise bei den Blutseris 
der verschiedenen ‘Tierklassen finden, keineswegs den Aus- 
scheidungsverhiltnissen im Urin. 
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Wir geben im folgenden eine Ubersicht iiber diese Ver- 
hiiltnisse. In der einen Rubrik stehen die oben schon einmal 
angefiihrten Zahlen der Blutdiastasen, in der anderen die der 
durchschnittlichen Diastasemenge im Urin, die ohne Beriick- 
sichtigung der Tagesmenge gewonnen sind, also lediglich als 
Stichproben Giiltigkeit haben. 








ELSPA 
en 





Serum Urin 5 ccm 





Mensch. ........./| 5Scem — 30mg 40 
Kaninchen .... eee ee 45 >» | 4D 
Mammel «2 6 ee he eo | 5» ay) 
ee a ee ae ee | 44 
Meerschweinchen .... .| >» — 45 
| ee ee | » — 80 
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Ks zeigt sich, dafi die Diastasewerte hier lange nicht so 
weit auseinanderliegen, wie bei den Blutseris. So produziert 
der Mensch, der die geringsten Blutdiastasewerte aufweist, 
anniihernd ebenso grofe Quantititen Urindiastase, wie das 
Schwein mit seiner auBerordentlich viel hOheren Blutdiastase- 
menge, und der Hund, bei dem sich nach dem Schwein die 
groften Blutdiastasewerte unter den von uns untersuchten Tieren 
finden, scheidet zeitweise einen Urin aus, der fast ganz frei 
von amylolytischem Ferment ist. Das fiihrt mit Notwendigkeit 
zu der Annahme, dali eben nicht alle Diastase aus dem Korper 
durch den Urin entfernt wird, auch nicht im normalen Zustand. 
Und wir hatten ja auch gelegentlich unserer Betrachtungen iiber 
die eingespritzte Diastase gesagt, dafi man wohl mit ziemlicher 
Sicherheit dem Unterhautzellgewebe die Funktion zuschreiben 
mu, Diastase nach Resorption aus dem Kreislauf zu vernichten. 
Damit ist natiirlich nicht gesagt, daB nicht auch noch ein anderes 
Organ diese Aufgabe erfiillen kann. 

Die Vermehrung des diastatischen Fermentes im Blute 
kann, wie Loeper und Ficai (1. c.) annehmen, im Blut und 
in den Geweben Stirungen hervorrufen, mindestens die Er- 
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nahrung der Zellen ungiinstig beeinflussen. Ganz von der Hand 
zu weisen ist diese Annahme ja nicht. Nur werden bei schweren 
parenchymatosen Nephritiden oder bei Nierenverschluf so viele 
eigentlich der Ausscheidung geweihte Stoffe im KoOrper zuriick- 
gehalten, dai es schwer halt, einen einzelnen von ihnen fiir 
die entstehenden Stdrungen verantwortlich zu machen. Dab 
eine Steigerung der Diastasemenge im Blute in dem Grade, 
wie sie bei Nephritiden und den kiinstlichen Eingriffen an den 
Nieren, die wir besprochen haben, eintritt, zu einer vermehrten 
Glykogeneinschmelzung und zu Glykosurie fiihren soll, méchten 
wir auf Grund unserer Versuche mit kiinstlicher Einfuhr von 
Diastase in den Kreislauf bezweifeln. 

Auch sonst hat sich die Unabhiingigkeit des Blutzuckers 
von der Blutdiastase genugsam im Verlauf unserer Arbeit 
herausgestellt. 





Am Schlu8 unserer Ausfiihrungen angelangt, méchten wir 
noch mit wenigen Worten auf die Frage nach der physio- 
logischen Bedeutung der Blutdiastase eingehen. Nirgends 
im Verlauf unserer Arbeit haben wir einen Anhaltspunkt dafiir 
gewonnen, dafi der Blutdiastase noch eine Rolle im Haushalt 
des Organismus zukommt. Wir konnten zeigen, dal exzessives 
Steigern der Menge des diastatischen Blutfermentes keinerlei 
Stérungen im Korper, speziell keine St6rungen des Kohlen- 
hydratstoffwechsels mit sich bringt. Eine ahnlich abschliefende 
Antwort auf die Frage, ob auch eine starke Herabsetzung der 
Diastasemengen im Blut an und fiir sich die normalen Funk- 
tionen des Organismus beeinfluBt, kénnen wir zwar zurzeit 
nicht erbringen, doch liegt vorlaufig kein Anlafi vor, eine solche 
Beeinflussung anzunehmen. Wenn wir nun Schwankungen des 
Diastasegehaltes im Blute begegnen, dann verdienen dieselben 
gewili Interesse, denn sie sind in vielen Fiillen der Ausdruck 
vermehrter oder verminderter fermentativer Prozesse in irgend 
welchen Organen des Korpers, wir brauchen aber nicht der 
Frage nachzugehen, welche Stérungen diese Schwankungen 
ihrerseits bedingen. Alles in allem: die Diastase ist ein Pro- 
dukt des Stoffwechsels der Zellen, das aus den Leukocyten, 
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dem Pankreas, der Leber und wahrscheinlich noch manchen 
anderen Organen in den Siftstrom gelangt, zum Teil im Korper 
wieder unwirksam wird, zum Teil in den Harn tibergeht, und 
dem nach dem jetzigen Stand unserer Kenntnisse keine Funktion 
im Organismus mehr zukommt. 

Um unsere Ergebnisse kurz zusammenzufassen, so konnten 
wir in teilweiser Bestitigung der Resultate friiherer Autoren 
folgendes zeigen. 

1. Der Aderlafi bedingt keine Veriinderungen im Amylase- 
gehalt des Blutes. 

2. Der Amylasegehalt im Blut verschiedener Spezies ist 
sehr verschieden. Er entspricht dem Verdauungsvermégen. 
Der Fermentgehalt des Urins zeigt dagegen diese grofen Unter- 
schiede nicht. 

3. Das blut aus verschiedenen Gefifgebieten zeigt keine 
wesentlichen Differenzen im Amylasegehalt. Die Placenta ist 
fiir Amylase wahrscheinlich undurchlissig. 

4. Unter dem Einflu8B der Kalte kann der Amylasegehalt 
im Blut zunehmen. 

5). Auch im Hunger besteht meist eine Tendenz zum An- 
wachsen der Diastase im Blut. 

6. Tierische Diastase, die per os, per rectum und sub- 
cutan in den Korper eingefiihrt wird, bewirkt keine Vermehrung 
der Blutdiastase, eine solehe ist nur nach intravendser und 
intraperitonealer Einverleibung zu konstatieren. In letzterem 
Fall tritt keine Vermehrung des Blutzuckers ein. Die subcutan 
injizierte Diastase wird wahrscheinlich im Unterhautzellgewebe 
unwirksam. 

7. Nach Exstirpation des Pankreas sinkt der Amylase- 
gehalt des Blutes. 

8. Pilocarpin bewirkt eine Zunahme nicht nur der Amylase, 
sondern auch der Maltase des Blutserums. 

9. Phloridzin ist ohne Einflu$, nur im Anschlufi an die 
im Hunger durch Phloridzindarreichung erzeugte Verfettung der 
Leber nimmt bei Hunden die Blutdiastase ab. 

10, Bei Strychninvergiftung nimmt in den meisten Fallen 
die Diastase des Blutes zu. 
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11. Adrenalin hat keinen Einflu§B auf die Menge der Blut- 
diastase. 

12. Beim menschlichen Diabetes liegen die Diastasezahlen 
meist etwas tiefer als in der Norm. 

13. Die Piqire und verschiedene andere Eingriffe am 
Nervensystem sind ohne Einflu$8 auf den Amylasegehalt des 


Blutes. 

14. Die Diastase wird nur zum Teil im Urin ausgeschieden, 
ein grofer Teil wird im Korper, wahrscheinlich im Unterhaut- 
zellgewebe, unwirksam. Bei Impermeabilitiét der Niere findet 
meist eine, wenn auch nicht sehr bedeutende Zunahme der 


Diastase im KOrper statt. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie LXVII. 33 








Zur Kenntnis des Hemielastins. 
Von 


E. Wechsler. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Juli 1910.) 


Das Elastin ist bisher gewoéhnlich als ein Proteinstoff 
betrachtet worden, welcher sich durch einen abnorm niedrigen 
Gehalt an Hexonbasen auszeichnet. Diese Auffassung ist zum 
Teil dadurch veranlaBt worden, dafi die von A. Kossel und 
F. Kutscher') mitgeteilte Ausbeute an Arginin als quantitative 
Bestimmung angefiihrt wurde, obwohl diese Autoren angeben, 
dafi sie nur einen Teil des Phosphorwolframsiéureniederschlags 
auf Arginin verarbeitet haben. Histidin ist bisher tiberhaupt 
noch nicht im Elastin nachgewiesen und beziiglich des Lysins 
geben A. Kossel und F. Kutscher an,?) daf es zwar vor- 
handen sei, dai die Menge desselben jedoch eine geringe sel. 

Da nun die Darstellung und Reinigung des Elastins nur 
darauf beruht, dai man die iibrigen Eiweifstoffe durch ver- 
schiedene Extraktionsmittel und durch Pepsinverdauung ent- 
fernt und den Riickstand als Elastin ansieht, so kann der Auf- 
findung so geringer Mengen von Hexonbasen, wie sie ge- 
wOhnlich angefiihrt werden, keine entscheidende Beweiskraft 
zuerkannt werden. Denn man kénnte den Einwand machen, 
dafi diese Basen von geringen Mengen im Priparat zuriick- 
gebliebener andersartiger Proteinstoffe herriihren. 

Um diesen Zweifel zu beseitigen, habe ich auf Veranlassung 
von Herrn Professor A. Kossel den Hexonbasengehalt des Elastins 
einer erneuten Untersuchung unterworfen. Hierbei veranderte 
ich die Untersuchungsmethode in der Weise, daf ich statt des 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 551. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 165. 
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Elastins das nachste Verdauungsprodukt, das «Hemielastin-, 
der Hydrolyse unterwarf, da ich hoffte, dieses letztere leichter 
reinigen zu konnen. Die mit der Kosselschen Schneide- 
maschine fein zerschnittene Masse des moglichst gereinigten 
Ligamentum nuchae wurde der Pepsinverdauung unterworfen, 
die auf ein kleines Volumen eingeengte, mit Natronlauge neu- 
tralisierte LOsung der Verdauungsprodukte durch Filtration vom 
Neutralisationsprazipitat und durch Dialyse vom Kochsalz be- 
freit. Der urspriingliche Plan, das Hemielastin auf Grund der 
geringeren Loslichkeit in heifem Wasser von den iibrigen Be- 
standteilen der LOsung zu trennen, mufite aufgegeben werden, 
da er auf technische Schwierigkeiten stieB, und ich begniigte 
mich daher mit einem Reinigungsverfahren, welches auf der 
mehrmaligen Ausfillung mit Alkohol und Wiederauflésen in 
Wasser beruhte. Ich erhielt auf diese Weise ein weibes Pulver, 
welches die von Horbaczewski') beschriebenen Eigenschaften 
des Hemielastins zeigte. Dasselbe schied sich beim Erhitzen 
der wisserigen LOsung ab und gab keine Tryptophanreaktion 
nach Hopkins und Cole. 

Von diesem Priparate wurden 16,34 g der Hydrolyse mit 
Schwefelsiiure unterworfen. Die Untersuchung der Reaktions- 
fliissigkeit fiihrte zu folgenden Zahlen: 


Prozente des Gesamtstickstoffs :?) 


RUMOUR 6 ws ct ww tee ee s OO 
HMaminstiokstofi 1) . . 2.6 ses es Ol 
Huminstickstoff I... ....2.2. 2. «4,9 
Histidin (als Pikrolonat gewogen) . . . 1,0 
Arginin » » » bee Se 
Im Filtrat des Phosphorwolframsiure- 
niederschlags (Monoamidosaure). . . 71,1 


Lysin (Kjeldahl-Bestimmung) . .. . 3,4 





1) Diese Zeitschrift, Bd. VI, S. 330. 

2) Der Stickstoffgehalt des bei gew6éhnlicher Temperatur iber 
Schwefelsiure getrockneten Hemielastins betrug 14,03°o N. (Kjeldahl- 
Bestimmung.) 

3) Beziiglich der angewandten Methode und der Bezeichnung «Humin- 
stickstoff I und II> siehe Weiss, Diese Zeitschr., Bd. LII, S. 108. 


33* 
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Hiernach berechnen sich folgende Gewichtsprozente des 
zersetzten Elastins: 
Arginin . . 1,86 Lysin . . . 2,48 
Histidin . . 0,53 Ammoniak . 0,05 
Somit ist der Gehalt des Hemielastins an Hexonbasen 
nicht so unbedeutend, wie man nach den Angaben tiber das 
Elastin erwarten sollte. Der Korper kann in dieser Hinsicht 
mit dem kirzlich von Argiris!) untersuchten Neurokeratin 
verglichen werden. 


') Diese Zeitschrift, Bd. LIV, S. 86. 














Uber den physiologischen Abbau der Saéuren und die Synthese 
einer Aminosaure im Tierkorper. 
Von 


F. Knoop. 


(Aus der medizinischen Abteilung des chemischen Laboratoriums Freiburg i. B.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Juli 1910.) 


Das Interesse an den Veriinderungen der Hauptniihrstoffe 
im Organismus erstreckte sich bis vor kurzem fast ausschlieBlich 
auf die hydrolytischen Spaltungen, wie sie besonders Eiweif, 
Fette und Kohlehydrate unter der Einwirkung der Verdauungs- 
und Organfermente erleiden. Als Hauptergebnis ist die Uber- 
zeugung gewonnen, daf es sich bei diesen Prozessen vor allem 
um einen Umbau der korperfremden Substanzen handelt in 
solche, die der Organismus zu seinen Zwecken direkt ver- 
wenden kann. Abbau und Synthese stehen dabei einander 
gegentiber — ein Eiweifi wird in das andere, pflanzliche Starke 
in tierische, das Glykogen, tibergefiihrt, die Fette kaum ver- 
iindert: es bleiben im Prinzip die gleichen Substanzen. 

Mit den umfangreichen Oxydationsprozessen, die sich ab- 
spielen mitissen, bis aus ihnen die vom Korper ausgeschiedenen 
Stoffwechselendprodukte gebildet sind, haben diese Veriénde- 
rungen kaum etwas zu tun: ein nennenswerter Energiegewinn 
ist mit ihnen nicht verbunden. In die Prozesse, die hier in 
Frage kommen, war bis vor kurzem kaum ein erster Blick 
getan. Und doch miissen gerade die Reaktionen, die mit 
starken Oxydationen und Reduktionen, mit Kohlenstoffketten- 
sprengungen und -verkniipfungen verbunden sind, es sein, die uns 
erst einen Einblick in die Beziehungen der verschiedenen Sub- 
stanzgruppen zu einander gestatten, in die chemischen Reak- 
tionen, die wir in vitro nicht nachmachen kOnnen und die 
gerade das Studium der Lebenserscheinungen so_ interessant 
machen. Physiologische und klinische Tatsachen zwingen uns 
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zu der Annahme, dali Kohlehydrate in Fette, daf Eiweifi oder 
Fette in Kohlehydrate tibergehen kénnen, Prozesse, die wir 
in vitro zu rekapitulieren weit entfernt sind. Das chemische 
Verstiindnis folgt diesen Tatsachen nur langsam, wir kiénnen 
fast nie den direkten Weg gehen, wenn wir dem intermediiéren 
Chemismus auf die Spur wollen. Trotzdem die grdéften Mengen 
Fettsiiuren und Aminoséuren dauernd verarbeitet werden, ge- 
lingt es so gut wie nicht, am Normalen Zwischenprodukte zu 
fassen, die in der Mitte stehen zwischen Niahrstoff und End- 
oxydationsprodukt. Am kranken, am experimentell veriinderten 
Organismus, an tiberlebenden Organen und ihren Prefsiften 
und durch Verfiitterung von kérperfremden Substanzen mubBbte 
gearbeitet werden, und immer nur auf solchen Umwegen haben 
sich die ersten Erfolge tiber den oxydativen Abbau der Haupt- 
nahrstoffe ergeben. Aber auch hier: gerade iiber die Substanz, 
die quantitativ die grdéfte Bedeutung fiir den Energiegewinn 
besitzt, tiber den Traubenzucker und seinen oxydativen Abbau 
ist das meiste auch jetzt noch dunkel. Zerfall in Milchsiure, 
Alkohol und Kohlenséure usw. gehoren nicht hierher: Es sind 
keine Oxydationen, sie verlaufen ohne Sauerstoffverbrauch und 
liefern nur sehr geringe Energiemengen. Was bei Fettsauren 
und Aminosauren erreicht ist, ist der erste Anfang. Ich méchte 
den gegenwirtigen Stand dieser Anschauungen kurz skizzieren 
und einige weitere Beobachtungen anfiihren. 

Der Abbau der normalen Fettsiuren vollzieht sich in 
der Hauptsache so, dafi als die ersten, sauerstofftragenden 
Oxydationsprodukte solche entstehen, die diesen Sauerstoff in 
B-Stellung, also am zweiten Kohlenstoffatom von der endstén- 
digen Carboxylgruppe aus gerechnet, tragen, sei es in Form einer 
hydroxyl-, Carbonyl- oder Carboxylgruppe: —CH,—CH,—COOH 
geht iiber in CHOH—CH,— COOH, in —CO— CH, — COOH 
oder in —COOH unter Verlust der zwei anhaftenden Kohlen- 
stoffatome.') Diese Anschauung, die ich 1904 auf Grund von 
Verfiitterungsversuchen mit phenylsubstituierten Fettsaiuren ent- 


'‘) Nach Untersuchungen von Neubauer, Blum und Dakin geht 
Acetessigsiure zum Teil in f-Oxybuttersaure iiber, vielleicht sind also 
8-Oxysiuren sekundare Produkte. 
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wickelt habe, ist seitdem durch vielfache Versuche von Embden 
und seinen Mitarbeitern, von Baer und Blum und von Dakin 
gestiitzt und jetzt wohl allgemein aufgenommen worden. Auch 
Friedmann!) hat seinen Widerspruch fallen lassen, nachdem 
Dakin?) gezeigt hat, daf Wasserstoffsuperoxyd hier, wie so 
oft, die gleiche Wirkungsweise zeigt wie der Organismus,') 
z. B. aus Butterséure Aceton bildet. 





') Vgl. den iibersichtlichen, zusammenfassendenVortrag von E. F rie d- 
mann in der med. Klinik 1909, Nr. 36 und 37. 

*) Dakin, Journal of biolog. Chem., Bd. IV, S. 77 u. 221 (1908). 

3) Friedmann meinte, daf’ nur dem a-Kohlenstoffatom eine Re- 
aktionsfahigkeit fiir Oxydationen wie fiir Substitutionen und Kondensationen 
zukime, nicht aber dem £-Kohlenstoffatom. Dieser Einwand kann nicht auf- 
recht erhalten werden. Eine Oxydationsreaktion, die z. B. an Normalbutter- 
siure direkt in a-Stellung Sauerstoff anlagert, ist mir auch Jetzt nicht 
bekannt. Dagegen liegen die Tatsachen nach den Untersuchungen Dakins 
jetzt so, daf’ wir an das £-Kohleinstoffatom direkt auch im Reagenzglas 
Sauerstoff anlagern kiénnen, an das a-Atom dagegen nur indirekt. 

Ks ist nicht auszuschliefen, dafi die Bildung von B-Oxydationsprodukten 
ein Prozefs ist, der sich fiir manche Fille vielleicht noch weiter zerlegen 
lassen wird und zu der Annahme einer intermediiiren Bildung von a-f 
ungesattigten Séuren fiihrt. Die Bildung von Zimmtsiure aus Phenyl- 
propionsdure, die Dakin beobachtet hat, scheint dafiir zu sprechen; viel- 
leicht auch die der Furfuracrylsiure aus der entsprechenden Furfur- 
propionsdure (Sasaki). Indessen wird gerade diese auch aus Furfuran- 
aldehyd durch eine Synthese nach Art der Perkinschen erhalten, es 
kann sich also um eine Kondensation eines intermediar gebildeten Al- 
dehydes handeln. Hier bedarf es noch der Aufklirung. Fine solche weitere 
Zerlegung des Reaktionsmechanismus wiirde an der obigen Auffassung 
nichts andern, da die ungesattigten Saéuren bei der Anlagerung von Wasser 
nur B-Oxysauren bilden kinnen, oder bei weiterer Oxydation nach den 
bisherigen Erfahrungen Carbonyl oder Carboxyl nur am £-Kohlenstoffatom 
entstehen lassen. Tatsichlich hat Dakin*) nach der Verfiitterung von 
Zimmtsiéure Phenyl-8-oxypropionsiure gefunden neben Acetophenon und 
Benzoeséure. Hier sei nur beiliufig auf die Gleichgewichtsverhaltnisse 
hingewiesen, die nach Fittig und anderen vielfach zwischen a-f unge- 
sattigten und B-Oxysiéuren bestehen. Im iibrigen ist die Bildung von un- 
gesittigten Saéuren bisher nur dort beobachtet worden, wo zugleich in der 
Seitenkette eine konjugierte Doppelbindung entstehen konnte, und da das 
Kohlenstoffatom am Kern, das hier in Betracht kommt, auch sonst mit 
besonderen Eigenschaften ausgestattet ist, so ist hier jedenfalls Vorsicht 
vor Verallgemeinerung geboten. 

*) Dakin, Journ. of biolog. Chem., Bd. VI, S. 206 (1909). 
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Als ein Gewinn dieser Vorstellungsweise sei hier nur 
genannt, da®i sich mit ihrer Hilfe ein Verstindnis fiir das Vor- 
kommen der Fettsiuren mit nur gerader Kohlenstoffatomzahl 
in der Milch, sowie fiir die Bildung der AcetonkOrper der Dia- 
betiker aus Fettsiiuren hat gewinnen lassen. 

Diese Wirkungsweise tierischer Oxydation war bisher zu- 
nichst nur fiir normale Fettsiuren erwiesen. Es kann nun 
nicht erwartet werden, daf das, was hier fiir diese und die 
Angreifbarkeit ihres sekundiren 8-Kohlenstoffatoms gilt, ohne 
weiteres auf Isosduren, also verzweigte Kohlenstoffketten mit 
tertiiiren Kohlenstoffatomen tibertragbar sein mul. Die vollig 
verschiedenen Eigenschaften beider, der —CH,-— und der 
CH -Gruppe sind zu wohlbekannt, als daB sich aus einem 


etwaigen andersartigen Verhalten der Isosiituren ein Schlub 
gegen die Giiltigkeit von Anschauungen, wie den obigen, ziehen 
liebe. So hatte Schwarz schon 1900 darauf hingewiesen, dab 
eine a-Oxybuttersiiure durch direkte Oxydation nur aus der 
Isobutterséure erhiiltlich sei, nicht aber aus der normalen Siéure. 
Dieses Beispiel zeigt schon die Differenz zwischen sekundiirem 
und tertiiirem Kohlenstoffatom. Wenn Friedmann jetzt an- 
fiihrt, dafs dieses tertiiire Kohlenstoffatom in y-Stellung viel- 
leicht leichter angreifbar ist, als das sekundiire Kohlenstoffatom 
in B-Stellung, so ist das kein Einwand, weil hier sekundiire 
und tertiiire Atome mit einander verglichen werden, die eben 
ungleichartig sind. Friedmann bringt aber in einem Punkte 
neues: er vergleicht unter denselben Bedingungen tertiire 
Kohlenstoffatome in a-, B- und y-Stellung untereinander. Da 
findet er, dal bei B-Stellung eines solchen die Angreifbarkeit 
der Isosiiuren im Organismus am grObten ist. Also auch das 
tertiiire Kohlenstoffatom der Isosduren ist einer Oxydation in 
B-Stellung am ehesten zugiinglich, Will man Friedmanns 
Versuchsanordnung, die auf die I[solierung der Oxydations- 
produkte verzichtet, fiir unsere Frage Beweiskraft beimessen, 
so weisen diese Versuche dem Prinzip der B-Oxydation eine 
weitere Anwendbarkeit zu, als ihm bisher beigelegt wurde. Die 
Frage nach dem Abbau der Isosiiuren bedarf indessen vorerst 
weiterer Bearbeitung. 
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Das physiologische Interesse fiir die Fettsiiuren mit ver- 
zweigten Kohlenstoffketten ging von den Untersuchungen iiber 
den Abbau der Eiweibspaltungsprodukte aus, von denen Valin 
und die Leucine Derivate der Isovalerian- und der Isocapron- 
siuren darstellen. Alle Eiweifspaltungsprodukte enthalten a- 
Kohlenstoffatome, die als typische Substituenten die Amino- 
gruppe tragen. Von ihnen ist durch sehr zahlreiche Reaktionen 
mit den verschiedensten Oxydationsmitteln in vitro nachge- 
wiesen, dafi sie am leichtesten an diesem oa-Kohlenstoffatom 
angreifbar und in Aldehyde und Siiuren tiberzufiihren sind, 
die ein Kohlenstoffatom weniger enthalten. Mit Chromsiiure 
erhielt E. Fischer, mit Bromlauge Langheld aus Amino- 
siuren die nichst niederen Aldehyde: mit Permanganat konnte 
ich aus Histidin die entsprechende Imidazolessigsiiure darstellen. ! ) 
Mit H,O, hat Dakin aus verschiedenen Eiweibspaltungsstiicken 
sowohl Aldehyde wie Siiuren gewonnen. Alle diese Oxydations- 
mittel greifen am a-Kohlenstoffatom an, das ist eine altbekannte, 
fiir _Konstitutionsbeweise oft verwertete ‘Tatsache. 

Der physiologische Abbau verliiuft in seiner ersten Phase 
ganz in der gleichen Weise, das ergab sich erst allmiihlich 
und auf Umwegen. Am normalen Organismus konnte ich zeigen, 
dafi von allen Derivaten der Phenylpropionsiiure sich nur die 
a-Oxy- und die a-Ketonsiéure verhalten, wie die entsprechende 
Aminosiiure, das Phenylalanin, also allein als Zwischenprodukte 
fiir dessen Abbau in Betracht kommen konnen.?) Am Alkap- 

') Hofmeisters Beitrage, Bd. X, S. 118 (1907). Ohne Riicksicht 
auf diese Tatsache glaubt D. Ackermann (Diese Zeitschrift, Bd. LXV, 
S. 510 (1910) jetzt nach 3 Jahren durch den Nachweis der bakteriellen 
Bildung von Imidazolithylamin erst die Konstitution des Histidins end- 
giiltig aufgeklart zu haben. Dieser Anspruch Ackermanns ist irrtiimlich. 
Ihm scheint die Arbeit, die sich mit dem Abbau seines Untersuchungs- 
objektes beschaftigt und die endgiiltige Konstitutionsaufklirung des Histi- 
dins tatsachlich gebracht hat, entgangen zu sein. 

?) Von Phenyl-a-oxypropionséiure konnte ich eher unveriindertes 
Material aus dem Harn zuriickgewinnen, als von der entsprechenden 
Ketonsaure. Das stimmt mit der Annahme iiberein, dafs die Ketonsdure 
ein primares, physiologisches Abbauprodukt des Phenylalanins ist, die 
Phenylmilchsiure dagegen nicht, wie es Neubauer wahrscheinlich gemacht 
hat. Vielleicht gilt von der Phenyl-§-oxypropionséure Ahnliches. 
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tonuriker hatten Baumann, Falta und andere den Ubergang 
von Tyrosin und Phenylalanin in Hydrochinonessigsaure gezeigt, 
Neubauer und Falta dann nachgewiesen, dafi auch hier a- 
Oxy- und a-Ketonsiiure so gut Alkapton liefern wie das ent- 
sprechende Phenylalanin. Embden fand, daf sich beztiglich 
der Bildung von Acetonkérpern Isovaleriansiure verhilt wie 
Leucin, Isobuttersiiure wie Valin, die zwei ersten positiv, letz- 
tere negativ. Blum konnte nach Verftitterung der homologen 
Tyrosine, die niachst niederen Oxyphenylessigsauren auch iso- 
lieren, Maase und Friedmann hatten den gleichen Erfolg am 
p-Chlorphenylalanin. Schlieflich hat Neubauer!) in seinen 
sch6nen Untersuchungen nachgewiesen, daf a-Aminoséuren 
unter Aufnahme zunichst eines Sauerstoffatoms, die zur Ab- 
stoBung der Aminogruppe ohne intermediire Bildung der a- 
Oxysiiure fiihrt, in die a-Ketonsaéuren und dann unter Aufnahme 
eines weiteren Sauerstoffatoms und Abspaltung von CO, in 
die niichst niederen Sduren tibergefiihrt werden. Flatow?) 
bestitigte den Befund an weiteren Beispielen. 

Dieser Abbau ist ganz der gleiche, wie der in den obigen 
Reagenzglasversuchen, da Aldehyde und a-Ketonsiiuren fir 
diese Betrachtungen gleichwertig sind: stets erfolgt der Angriff 
am substituierten a-Kohlenstoffatom. Auf diese Weise entstehen 
also aus den Eiweilispaltungsprodukten stickstofffreie Fettsiuren, 
von denen anzunehmen ist, dafi sie den fiir die Fettsiéiuren 
gefundenen Abbaureaktionen unterliegen, falls nicht zugleich 
an anderer Stelle des Molekiils Verinderungen einsetzen. Das 
letztere trifft bei den aromatischen Eiweifspaltungsprodukten 
zu, die nach den Untersuchungen von Neubauer und Blum 
beim Alkaptonuriker am Kern hydroxyliert werden und in Hy- 
drochinonessigsiure tibergehen. Von diesem vermutlich auch 
physiologischen Abbauprodukt wissen wir durch Embden nur, 
dal} es Aceton bildet, — auf welchem Wege, ist noch unbekannt. 
Die aliphatischen Monaminosduren werden tatséchlich tiber die 
niichstniederen Fettsiéiuren, die gr6Btenteils Isosiiuren sind, ab- 
gebaut — das ist nach ihrem Verhalten bei der Acetonkorper- 


') Neubauer, Med. Habilitationsschrift, Miinchen 1908. 
Flatow, Diese Zeitschrift, Bd. LXIV, S. 367 (1910). 
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bildung anzunehmen, wenn hier auch diese Zwischenprodukte 
nicht isoliert sind. Normale Fettsiiuren, deren stickstofffreie 
Kohlenstoffketten lang genug wiiren, um sie auf Bildung von 
8-Oxydationsprodukten zu priifen, kinnen sich aus den bekannten 
Eiweifmonaminosiuren nicht bilden. Hier kénnten hdchstens 
die Diaminosiiuren berbeigezogen werden. Das Arginin z. B. 
muBbte auf diese Weise y-Guanidobuttersiure bilden. Unterliegt 
diese der B-Oxydation, so wiirde dadurch Guanidoessigsiiure 
entstehen, von der Jaffé gezeigt hat, daB sie im Koérper unter 
Methylierung in Kreatin tibergeht. Damit wiéren alle Prozesse. 
die Kreatin von Arginin herleiten kénnten, auf bekannte Reak- 
tionen zuriickgefiihrt. Ob Lysin in éhnlicher Weise Glutarsiiure 
liefern kann, wiire eine Frage, die mit Bezug auf den eigen- 
artigen Einflu{i dieser Saiure auf die Aceton- und Glykosurie, 
den Baer und Blum’) festgestellt haben, von zweifellosem 
Interesse ist. Sonst bildet kein EiweifSspaltungsprodukt Reste, 
die hier eine allgemeinere Priifung der Frage nach dem Abbau 
a-substituierter normaler Fettsiuren ermdglichte. 

Ich habe mir deshalb, um diese und andere Fragen nach 
dem Abbau der Aminosiiuren zu priifen, eine atypische, den Ei- 
weibspaltungsprodukten nur homologe a-Aminosiiure, die _-Phe- 
nyl-a-aminobuttersiure, das nachste Homologon des Phenylala- 
nins, dargestellt, dessen Verfiitterung in mehrfacher Hinsicht 
Resultate versprach. Ich hoffte, zuniichst aus den Resten der 
Seitenketten Schliisse auf den Abbau der fetten Komponente 
machen zu konnen. Nach ihrer Verfiitterung laBt sich aus dem 
Harn aufer anderen Produkten Hippurséure und keine Phen- 
aceturséure darstellen, wie es erwartet werden mufite, wenn 
nach obiger Annahme iiber die Phenyl-a-ketobuttersiiure zuniichst 
Phenylpropionsaure entsteht. Damit ist also bewiesen, dafi auch 
fiir diesen Fall die Aminosiure die gleichen Oxydationspro- 
dukte liefert, wie ihr Abbauprodukt die niachstniedere stick- 
stofffreie Saure.?) 


') Hofmeisters Beitrage, Bd. X, S. 80 (1907). 

2) Es ist anzunehmen, dafi dieser Weg des Abbaus der vorherrschende 
ist; daf’ er der einzige sei, ist bei der Mannigfaltigkeit der Reaktions- 
bedingungen in den verschiedenen Organen des Gesamtorganismus nicht 








496 F. Knoop, 


ei dieser Untersuchung, die ich gemeinschaftlich mit 
Herrn stud. med. Ernst Kertess ausfiihrte, ergab sich indessen, 
dafi eine Nebenreaktion eintrat, die die Hauptmenge der fab- 
baren Produkte in anderer Weise veriindert zeigte. Zuniichst 
wurde iiberhaupt nicht alle resorbierte Aminosiure — die 
per os gegeben war — oxydiert, sondern im Harn erschien 
schon nach Verfiitterung von 18 g, verteilt auf 3 Tage, un- 
veriinderte Saiure, an einem Tage in solcher Menge, dali sie 
aus dem genuinen Harn auskrystallisierte. Dieselbe zeigte sich 
jedoch linksdrehend, woraus vorerst hervorgeht, dafi der Orga- 
nismus auch hier die eine Hilfte des symmetrischen Gemisches 
beider Stereoisomeren anders verarbeitet wie die andere. Ob 
ausschlieblich die eine Modifikation ausgeschieden wird, steht 
noch nicht fest, da der Racemkorper zurzeit noch nicht ge- 
spalten worden ist. Neben diesem K6rper gewannen wir als 
Hauptprodukt mehr als 4 g einer dtherléslichen Substanz, die 
ebenfalls optisch aktiv war, und die sich als eine rechtsdrehende 
Acetylphenylaminobuttersiiure erwies. Die Fiahigkeit des Orga- 
nismus zu acetylieren ist gleichzeitig mit der Reduktion von 
Nitrobenzolderivaten bekannt geworden, die als Acetylprodukte 
ausgeschieden werden. Als acetylierte Aminosiuren sind aus- 
schlieblich die Mercaptursiiuren beschrieben, — Acetylcystein- 
derivate. 

Ob dieser Acetylierung eine verbreitetere Reaktion der 
Aminosiiuren zugrunde liegt, werden erst weitere Untersuchungen 
aufzukliren haben. Fiir unsere Frage hat diese Nebenreaktion 
nur in einem Zusammenhang Interesse, der nachher zu erortern 
ist. Zuniichst sei nur erwiihnt, daBh die Spaltung dieses d-Pro- 
duktes die rechtsdrehende o-Aminosiure lieferte — also nicht 
die Hiilfte, die unveriindert im Harn ausgeschieden wurde, 
sondern die entgegengesetzte. 

Die Bildung der Hippursiiure spricht nach dem Bisherigen 


walirscheinlich. Die gemeinsame Ableitung z. B. von zwei so verschie- 
denen Kérpern wie Homogentisinsiéure und Adrenalin aus den aromatischen 
Eiweifkernen ist ein Beleg dafiir. Homogentisinséure wird nach Fromm- 
herz von unserer Phenylamidobutterséure nicht gebildet (Dissertation, 
Freiburg 1908). 
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fiir einen Abbau der verfiitterten Aminosiiure iiber die Phenyl- 
a-ketobuttersdure und die Phenylpropionsiiure. Ich habe mir 
nun auch hier wie in friiheren Arbeiten die Frage vorgelegt, 
ob in irgend einem Stadium ein intermediiires Abbauprodukt 
Stickstoff binden und in Beziehung zum_ Eiweifstoffwechsel 
treten kénne. Zu einer experimentellen Priifung schien hier 
in der Verfiitterung der a-Ketonsiiure ein geeigneter Weg ge- 
geben, da die Reaktionsfihigkeit der Ketonsiiuren mit den ver- 
schiedensten Stickstoffderivaten bekannt ist. Eine Verbindung, 
die im positiven Falle zur Bildung einer physiologischen Amino- 
siure, die auch im Eiweifi vorkommt, ftihrte, lief sich fiir 
diese Fragestellung nicht verwenden — der Nachweis ihrer 
Abstammung aus dem verfiitterten Material wire kaum zu 
erbringen. Dagegen bot als nachstes Homologon die hier als 
Zwischenprodukt anzunehmende' £- Benzylbrenztraubensiiure 
C,H; -CH,-CH,-CO-.COOH eine gute Aussicht, besonders 
wenn etwa die Bildung des atherléslichen Acetylderivates 
eine Isolierung auch kleiner Mengen gebildeter Aminosiure 
ermOglichte. 

Ich habe den Versuch mit der nach Fittig dargestellten 
Saure ausgefiihrt, und er ist in der Tat positiv ausgefallen, 
ich habe ihn noch zweimal an verschiedenen Hunden wieder- 
holt und das Natriumsalz der Saéure per os und subcutan ge- 
geben, jedesmal konnte ich ohne Schwierigkeiten die grofen 
Nadeln des priichtig krystallisierenden Acetylproduktes des 
B-Benzylalanins isolieren, aus 10 g einer Verfiitterung mehr 
als 0,25 g des ungemein charakteristischen Materials. Auch 
hier war die Substanz optisch aktiv, rechtsdrehend wie das 
obengenannte Produkt und lieferte nach der Spaltung die gleiche 
d-Phenylaminobuttersiure. 

Diese Tatsache der organischen Bindung von 
Stickstoff unter Bildung einer a-Aminosiure aus stick- 
stofffreiem Material erscheint fiir die ganze Auf- 
fassung des Kreislaufes des Stickstoffs im TierkOrper 
von Wichtigkeit. Sie bedeutet die prinzipielle Miglich- 
keit einer Synthese von einzelnen Eiweifspaltstiicken 
aus Ammoniak und Substanzen, die mit der Physio- 
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logie des Eiweifstoffwechsels bisher nicht in Ver- 


bindung gebracht wurden. 

Rein chemisch betrachtet liegt nach dem Nachweis einer inter- 
mediiren Bildung von a-Ketonséuren die Méglichkeit einer Stick- 
stoffanlagerung nicht so fern. Brenztraubensdure CH, - CO - COOH 

CH, — C- COOH 


bildet z. B. mit Ammoniak unter Austritt von 


| 
NH 


m —C— — CH — 
Wasser.!) Die Uberfiihrung von _ | in { bedeutet 
NH H, 


dann eine Reduktion, fiir die es gerade an der Carbonylgruppe 
physiologische Analoga gibt. Neubauer fand, daf die CO-Gruppe 
in der Phenylglyoxylsiiure vom Organismus in die Alkohol- 
gruppe tibergefiihrt wird, und ich konnte vier Jahre vorher 
zeigen, dai das gleiche Kohlenstoffatom in der Benzoylpro- 
pionsiiure sogar von CO zu CH, reduziert wird. Die Reduktion 
erfolgt in unserem Falle, wie bei der Mandelsiure asymmetrisch 
— das Reduktionsprodukt dreht rechts. 

Vielleicht verliuft der Prozef hier dementsprechend. Die 
erste Phase des oxydativen Abbaues der Aminosaduren 
ist dann ein ProzeB, der in zwei Richtungen verlaufen 
kann: die Umkehrbarkeit dieser Gleichgewichtsreaktion scheint 
am einfachsten unter Annahme des hypothetischen Zwischen- 


produktes 
_/OH 


oe — COOH 


NH, 
verstiindlich, von dem einmal Wasser, einmal Ammoniak ab- 
gespalten wiirde. 

Die Tatsache, daB sich hier die Aminoséure als Acyl- 
verbindung findet, erinnert noch an eine andere Reaktion. 
a-Ketonséuren vereinigen sich in wasseriger Lésung bei Zusatz 
von Ammoniumearbonat so miteinander, da ein Molekiil unter 
Anlagerung von NH, zur Aminosaure reduziert wird auf Kosten 
des andern, das unter CO,-Verlust zur nachst niederen Siure 
oxydiert, und unter Wasseraustritt als Acylrest angelagert wird. 
Brenztraubensiure*) liefert z. B. mit Ammoniak Acetylalanin. 


') B6ttinger, Annalen der Chemie, Bd. CCVIII, S. 122 (1881). 
*) de Jong, Rec. de Trav. chim., Bd. XIX, S. 259 (1900). 
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CH, - CO | - COOH CH, CH - COOH 
| 

H.N-/H, ™\, — NH 

CH, -CO- COOH CH, - CO. 


Ebenso reagiert die unserer Substanz homologe Phenyl- 
brenztraubensaure und es wird Phenacetylphenylalanin gebildet. ') 
Bei Mischung zweier verschiedener a-Ketonsiiuren kénnen sich 
auch diese gegenseitig kuppeln. Glyoxylsiure und Brenztrauben- 
saure liefern mit Ammoniak-Aceturséure (Acetylglykokoll). ?) 
Unser Reaktionsprodukt kénnte hiernach auf zwei Weisen ent- 
standen gedacht werden: Entweder tiber Benzylacetylbenzyl- 
alanin durch Abbau des Benzylacetylrestes (zu Benzoesiure 
und Acetylrest) oder durch Reaktion zwischen Benzylbrenz- 
traubenséiure und Brenztraubensiiure, tiber deren Vorkommen 
im Korper gleich zu sprechen sein wird. Vielleicht lassen sich 
solche Mdglichkeiten experimentell entscheiden. 

Es erhebt sich nun die Frage: hat das hier gefundene Ver- 
halten einer a-Ketonsaure ein physiologisches Interesse, kommen 
im Ko6rper a-Ketonsauren vor, die in dieser Weise am Eiweil}- 
stoffwechsel teilnehmen kénnen? Diese Frage ist zu bejahen. 
Zuniichst die Ketonsiuren aus den Eiweibk6rpern selbst. Zwischen 
ihnen, dem abgespaltenen Ammoniak und den Aminosiiuren mu 
ein Gleichgewicht bestehen, und wenn nicht die Ketonsiiure 
sofort nach ibrer Entstehung weiter verindert wird, kann sie 
wiederum Bedingungen vorfinden, die sie den gleichen Prozef 
in umgekehrter Richtung durchlaufen lassen. So kénnte der 
Organismus auch eine Umlagerung der stereomeren Formen 
vornehmen und, da die Synthese symmetrisch verliiuft, eine un- 
brauchbare 1|-Modifikation z. B. in eine rechtsdrehende tiber- 
fiihren. — Normale Fettsaiuren kénnen hier nicht in Betracht 
kommen, dem stehen meine eigenen Befunde entgegen, nach 
denen sich keine a-Oxydationsprodukte nachweisen lassen. 
Héchstens kénnte die Bildung von Asparaginsiure, die ja so 
gut a- wie f-Aminosiure ist, aus Bernsteinsdure in Betracht 





') Erlenmeyer und Kunlin, Annalen d. Chemie, Bd. CCCVII, 


S. 163 (1899), 
*)Erlenmeyer, Ber.d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVI,S. 2525 (1903). 








DOO E. Knoop, 


kommen. Aber es gibt im intermediiiren Stoffwechsel andere 
Substanzen, die hier anzuftihren sind, die nicht aus dem Fett, 
sondern aus Kohlehydrat entstehen. Ich habe schon in anderem 
Zusammenhang!) auf das physiologische Interesse hingewiesen, 
das die Untersuchnngen von Kiliani, Hoppe-Seyler, Wohl 
u. a. liber die Spaltung der Zucker unter der Einwirkung ver- 
diinnter Alkalien finden miissen, wegen der vielfachen Analogien, 
die diese Reaktionen mit denen des Organismus zeigen. Von 
einzelnen der gebildeten Spaltungsprodukte lieS sich schon nach- 
weisen, dai sie bei Anwesenheit von NH, Stickstoff binden 
und dabei Atomgruppierungen bilden, die im Eiweifimolekiil 
und anderen physiologischen Substanzen vorkommen, ich meine 
den Imidazolkern, der sich im Histidin und in den Purinderi- 
vaten findet. Das Methylglyoxal CH,-CO-.CHO, das _hierbet 
intermediir entsteht, addiert andernteils Wasser und _bildet 
Milchsiure, die in Mengen von 60°/o aus Traubenzucker er- 
hiltlich ist. Diese Milchsaéure entsteht nun ebenfalls physiologisch 
bei der Muskelarbeit und tiberhaupt beim Abbau des Trauben- 
zuckers, auch im Blut, in der Leber usw., wie neuerdings Unter- 
suchungen von Embden und seinen Mitarbeitern ergeben haben. 
Sie ist eine a-Oxyséure, und diese werden vermutlich tiber die 
entsprechenden a-Ketonsiuren abgebaut.?) In dem Stadium 
kénnten sie Stickstoff addieren und a-Aminosauren bilden. 
Ob a-Oxysiiuren zu solchen Reaktionen imstande sind, 
habe ich sogleich an der B-Benzylmilchséure gepriift. In der 
Tat bildete auch sie die gleiche Acetylaminoséure, wie die Keton- 
siiure, wenn auch in geringerer Menge. Somit kann also auch 
eine a-Oxysiure vom Organismus in eine a-Aminosdure ver- 
wandelt werden, kiénnte also z. B. aus Milchséure Alanin ent- 
stehen. Damit ist im Prinzip die Moéglichkeit gegeben, dab 
Zuckerspaltungsprodukte mit NH, zusammen Eiweifikerne bilden. 
Ich sollte hier weiter darauf hinweisen, wie die Trauben- 
zuckerspaltungsprodukte sich untereinander kondensieren und 
Kohlenstoffketten bilden, die weitere Eiweifspaltungsprodukte 


') Knoop u. Windaus, Hofmeisters Beitr., Bd. VI, S. 392 (1905). 
?) Brenztraubensiure kann der Kérper grammweise restlos ver- 
werten. (Pohl, Arch. f. exp. Pathol., Bd. XXXVII, S. 422 (1896).) 
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auf gleichem Wege entstehen lassen kénnten. Indessen haben 
kiirzlich auch Brasch und Friedmann!) auf diese Verhiltnisse 
wieder hingewiesen, und zwar unter Bezug auf die Verwandt- 
schaft dieser Kondensationsprodukte gerade mit Aminosiiuren, 
die wir als Eiweifspaltungsprodukte kennen. Saccharin und 
Isosaccharin stehen so in Beziehung zu Leucin, Parasaccharin 
zu Isoleucin und Metasaccharin zum Lysin. Durch Reduktion 
und Anlagerung von Aminosiiuren kénnten so weitere Amino- 
siuren aus Kohlenhydraten entstehen. Wenn wir physiologisch 
im Tierkorper Fettsiiuren aus Kohlenhydraten gebildet sehen, 
so hat die Annahme der fiir diesen Zweck erforderlichen Re- 
duktionsprozesse kein bedenken. Die Frage nach der Méglich- 
keit einer Anlagerung von NH,-Gruppen findet in den ange- 
fiihrten Versuchen ihre prinzipielle Loésung. 

In physiologischer Hinsicht wird die Frage nach dem 
Stickstoff-Minimum dadurch beriihrt. Wenn Spaltungsprodukte 
anderer Niihrstoffe den abgespaltenen Eiweilbstickstoff, bevor 
er der Harnstoffsynthese verfiillt, wieder zu kuppeln und 
ihn neuerdings nutzbar zu machen vermdchten, so wird die 
kiinstliche Zufiihrung solcher Substanzen das Eiweifiminimum 
vermutlich herabsetzen. Vielleicht erklirt sich so ein Teil der 
eiweifsparenden Wirkung der stickstofffreien Niihrstoffe, die 
gerade fiir die Kohlenhydrate als gréBer bezeichnet wird, als 
fiir die Fette. ?) 

Uber Stickstoff-Assimilationsreaktionen des Tierkérpers ist 
bisher nichts bekannt gewesen, vielmehr wurden gerade prin- 
zipielle Differenzen im Stickstoff-Stoffwechsel als charakteri- 

'’ Brasch und Friedmann, Hofmeisters Beitriige, Bd. XI, 
S. 377 (1908). 

*) Ich moéchte in dem Zusammenhang auf eine neuere Arbeit von 
E. P. Cathcart hinweisen, der festgestellt hat, daf§ im Hunger N-freie 
Kohlenhydratkost ohne Fetizusatz den Harnstickstoff vermindert, N-freie 
Fettdiat ohne Kohlenhydrate ihn vermehrt. Er resumiert: The hypothesis 
is put forward, that the carbohydrates are absolutely essential 
for endocellular synthetic processes in connection with pro- 
tein metabolism. (Journal of physiology, Bd. XXXIX, S. 4 [Okt. 1909].) 
Diese physiologischen Ergebnisse finden vielleicht in den hier entwickelten 
Hypothesen eine Erklarung. 
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D902 F. Knoop, Uber den physiologischen Abbau der Siiuren usw. 


stischer Unterschied zwischen Pflanze und Tier aufgefiihrt. Quan- 
titativ werden diese stets in gréStem Mahe bestehen bleiben, 
qualitativ wissen wir jetzt, dafi der Tierkorper nicht nur Nitro- 
gruppen zu Aminogruppen reduzieren, sondern auch Ammoniak 
zur Synthese von Aminosiiuren verwerten kann. Die bisherigen 
Anschauungen bediirfen also einer Revision, in welchem Umfange, 
dartiber werden erst eingehende Untersuchungen mit Riicksicht 
auf die hier gefundenen Tatsachen Klarheit zu schaffen haben. 

Die experimentellen Angaben werden in Gemeinschaft mit 
Herrn Ernst Kertess bald veroffentlicht werden. 


Ergebnisse. 


1. a-Aminosiiuren werden nach Absprengung der Amino- 
und Carboxylgruppe nach den fiir die nachst niederen Fettsiéuren 
geltenden Regeln abgebaut. Sie kénnen im Tierkorper acety- 
liert werden. 

2. Der Tierk6rper kann Stickstoff in organischer Bindung 
anlagern und aus a-Ketonsiiuren a-Aminosiuren bilden. Die 
Synthese erfolgt asymmetrisch unter Bildung von optisch aktiven 
Modifikationen. Die erste Phase des oxydativen Abbaues der 
Aminosiiuren ist ein umkehrbarer Prozeb. 

3. Auch oa-Oxysiiuren kénnen in a-Aminosiuren im Tier- 


korper tibergefiihrt werden. 
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Berichtigung 
Zu 
i. Letsche, Uber das Verhalten von Himoglobin gegen 
Hydrazin. 


es) 


(Der Redaktion zugegangen am 8. Juli 1910.) 


In der unter obigem Titel vor kurzem verOffentlichten vorliufigen 
Mitteilung (diese Zeitschrift, Bd. LXVII, S. 177) ist ein sinnstérender 
Druckfehler stehen geblieben. Wie sich aus dem Zusammenhang schon 
ergibt, mufs es auf Seite 183, Zeile 12 von oben, lauten: <unter Vermei- 
dung» statt <unter Verwendung von Luftzutritt». 
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